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Zur Auffindung von Himatoporphyrin in blutfarbstott- 
© haltigen Materialien (Organe, Blut, Exsudate, Faeces) miissen 
‘in vielen Fillen siurehaltige Extraktionsmittel angewandt 
werden. Man bedient sich dabei teils der Mischungen aus 
Mineralsiuren (Salzsiure, Schwefelsiiure) und Alkohol, teils 
wibriger Mineralsiiurelésungen, in besonderen Fiillen auch 
einer Mischung aus Hisessig und Alkohol oder Ather (baw. 
| Essigiither). 

Im Hinblick auf den von Hoppe-Seyler’) aufgestellten 
Satz iiber die Méglichkeit der Porphyrinbildung aus Blutfarb- 





‘) Vgl. Zitat in der I. Mitteilung, Diese Zs. Bd. 132, 8, 36 (1924). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXIX. 15 
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stoff durch verdiinnte Saéuren konnte die Behandlung z, B 
von Organen und Ahnlichem mit den oben genannten Extrak- 
tionsmitteln als nicht ganz unbedenklich erscheinen, besonders 
wenn es sich um die Auffindung sehr kleiner Mengen yon 
Hamatoporphyrin handelte. Zwar ist die Lehre Hoppe- 
Seylers von Nencki und Sieber?) angefochten worden, doch 
mit Unrecht, denn P. P. Laidlaw hat?) in wiederholten Ver- 
suchen festgestellt, da durch lingeres Stehenlassen vollstiindig 
,reduziertes* Blut schon durch wiBrige Salzsiiure miifiger 
Konzentration unter Himatoporphyrinbildung zersetzt wird, 
Bei vollkommener Abwesenheit von Luft soll nach Laidlaw 
schon 2°/,ige Salzsiure einen ansehnlichen Ertrag an Himatw- 
porphyrin liefern. Mit 15°/,iger Salzsiiure erzielte er Ab- 
spaltung von Kisen auch bei Luftzutritt.4) Ich habe vor kurzem 
iiber eigene Untersuchungen berichtet*), in denen ich teilweise 
ibnliche Ergebnisse erzielte wie Laidlaw ): z. B. aus ,,sauer- 
stofffreiem“ Blutkérperchenbrei oder Blut beim Hinzufiigen 





1) Vgl. Zitat in der I. Mitteilung, Diese Zs. Bd. 132, S. 36 (1924). 

*) P. P. Laidlaw, Some observations on blood pigments, Jl. of 
Physiol. Bd. 31, 8. 464 (1904). 

5) ,,Further, 15°/, hydrochloric in the cold was sufficient to remove 
the iron in the case of reduced pigment even when no precautions were 
taken to exsclude air from the reaction. 

The primary observations were performed with blood wich had 
stood until completely reduced, and it might have been thougth that 
the reaction was specific for bacterially reduced haemoglobin, but this 
is not the case. For if the self-reduced blood be thoroughly shaken 
until completely oxidised, it presents precisely the same resistance to 
the removal of its iron that one meets with in the case of fresh-drawn 
arterial-blood. Further, if a reducing agent be used the bye-produet: 
of which are negligible quantity (such as hydrazine hydrate) the reduced 
haemoglobin presents the same characteristics as those exhibited by the 
bacterially reduced pigment“ (1. ¢. p 464). 

4) 0.Schumm, Uber Porphyrinbildung aus Blutfarbstoff, I. Mit- 
teilung, Diese Zs. Bd. 132, 8. 34 (1924). 

5) Vgl. hierzu die Anmerkung auf S. 275 meiner Abhandlung 
, Sspektroskopisch-chemische Reaktionen usw.“, Diese Zs. Bd. 136, 8. 248 
(1924). Zur Gewinnung von Hiimatoporphyrinlésungen fiir Demonstrations 
zwecke empfiehlt Laidlaw folgendes Vorgehen: Blood which has stood 
for two or three days in the cold is treated with one-third of its volume 
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reichlicher Mengen starker Salzsiure umfangreiche Himato- 
porphyrinbildung. Dagegen erhielt ich mit 12°/, iger Salzsaure bei 
der von mir gewahlten Versuchsanordnung nur in einigen Fiillen 
Porphyrinbildung in solcher Menge, daB der Nachweis an dem 
Gemisch unmittelbar spektroskopisch erbracht werden konnte. 

Da die Auffindung und Unterscheidung der verschiedenen 
natiirlichen Porphyrine neuerdings gréBere Bedeutung gewonnen 
hat, bedurfte die Frage der kiinstlichen Porphyrinbildung 
aus dem beigemengten Blutfarbstoff und einiger seiner Um- 
wandlungsprodukte einer fortgesetzten Bearbeitung. ') 

Bei diesen Untersuchungen habe ich unter anderem ge- 
funden, daB aus Himoglobin bei Abschlu8 der Luft durch 
Salzsiure unter bestimmten Bedingungen in reichlicher 
Menge ein chloroformléslicher (iibrigens auch Ather- 
lislicher) porphyrinartiger Farbstoff?) gebildet werden kann, 
der yon den bekannten genauer erforschten Himatoporphyrinen 
(,,Hiimatoporphyrin Hoppe-Seyler“*) aus Himatin und Schwefel- 
siure, Hamatoporphyrin Nencki*) aus Himin und Brom- 
wasserstoff—Eisessig, Hamatoporphyrin Hamsik aus Hiamin 
und Schwefelsiure®)) wie auch von den beiden natiirlichen 
Porphyrinen H. Fischers (Uroporphyrin und Koproporphyrin °) 
of strong hydrochloric acid. The resulting mass of haematoporphyrin 
and precipitated proteids is extracted with alcohol, when the acid spectrum 
is readily observable. This may be readily turned to the alkaline by 
the addition of a small quantity of ammonia. Or if preferred the 


alcoholic extract may be taken to dryness and the pigment taken up in 
dilute ammonia (I. ¢. p. 471). 

') Vgl. hierzu: Uber den Nachweis der natiirlichen Porphyrine, 
Diese Zs. Bd. 132, S. 62 (1924), ferner P. List, Uber Porphyrinbildung 
aus Schwefelhimoglobin, Diese Zs. Bd. 135, 8. 95 (1924). 

*) a. a. O., Diese Zs. Bd. 132, 8. 34 (1924). 

*) Felix Hoppe-Seyler, Medizinisch-chemische Untersuchungen. 
Berlin 1871, 4. Heft, S. 528. 

4) Nencki u. Zaleski, Untersuchungen iiber den Blutfarbstoff. 
Zs. physiolog. Chem. Bd. 30, 8. 384 (1900). 

5) A. Hamsik, Uber das Schwefelsiurehiimatoporphyrin, Diese 
Zs, Bd. 84, S. 60 (1913) 

°) Hans Fischer, Uber das Urinporphyrin, I. Mitt., Diese Zs. 
Bd. 95, S. 84 (1915); II. Mitt. Diese Zs. Bd. 96, S. 148 (1915); ferner 
Uber das Kotporphyrin, Diese Zs. Bd. 96, S. 148 (1915); Bd. 98, S. 14 (1916). 
15* 
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durchaus verschieden ist. Einige wichtige Eigenschaften und 
Unterscheidungsmerkmale des roh abgeschiedenen Farbstofis 
und seines Veresterungsproduktes sind von mir schon be. 
schrieben worden. 

Einige Zeit vorher hatte A. Papendieck?) aus normalen 
Faeces kleine Mengen eines chloroformléslichen porphyrin. 
artigen Farbstoffs gewonnen, als er die roh abgeschiedene 
,Koproporphyrinlésung“ der Faeces mit Chloroform von Urobilin 
zu befreien versuchte. Die Verarbeitung des Chloroform. 
auszuges ergab einen Farbstoff vom Verhalten der Porphyrine, 
der sich iibrigens durch eine starke Verlagerung der Absorptions- 
streifen seiner Lésungen nach Rot von den beiden anderen 
natiirlichen Porphyrinen unterscheidet. Dieses von A. Papen- 
dieck entdeckte chloroformlésliche ,,Porphyrin“ findet sich 
neben Koproporphyrin im Essigsiiure—Atherextrakt der nach 
J. Snapper?) zuvor mit Aceton ausgezogenen Faeces. 

Wenngleich Papendiecks ,,Porphyrin“ nur in minimalen 
Mengen zur Verfiigung stand, so lieB sich daran doch eine ziemlich 
weitgehende Ahnlichkeit mit einem von mir aus Himoglobin dar- 
gestellten porphyrinartigen Farbstoft feststellen.— Papendiecks 
Befund ist spater von H. Fischer und K. Schneller’) be- 
stitigt worden, die den neuen Kérper mit einem von ihnen in 
bluthaltigen Bakterienkulturen gefundenen ebenfalls chloroform. 
léslichen Porphyrin glauben identifizieren zu kénnen. 

Neuerdings haben Fischer und Kég]*) aus Vogeleier- 
schalen ein Porphyrin in Gestalt seines Esters dargestellt 
das dem genannten Farbstoff in verschiedenen Higenschatten 
sehr ihnlich zu sein scheint. 





1!) A. Papendieek, Uber das Porphyrin der menschlichen Fueces, 
Diese Zs. Bd. 128, S. 109 (1923); ferner Bd. 188, S. 97 (1924). 

*) J. Snapper, Arch. f. Verdauungskrankh. Bd. 25, 8. 230 (1919): 
D. med. Wochenschr. Bd. 47, S. 985 (1921); Berl. klin. Wochenschr. 
Bd. 58, 8. 800 (1921); Nederl. Tijdschr. v. Geneesk. 8. 1692 (1918); ferner 
Centralbl. f. inn. Med. Bd. 39, S. 587 (1918). 

3) H. Fischer u, K.Schneller, Zur Kenntnis der natiirlichen 
Porphyrine III. Diese Zs. Bd. 130, 8, 302 (1923). 

4) H. Fischer u. F. Kigl, Uber das Ooporphyrin, Diese 7s 
Bd. 131. S. 241 (1923). 
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Inzwischen habe ich gemeinsam mit P. List?) nachweisen 
kénnen, daB sich auch aus Schwefelhimoglobin und_,,CO,- 
Himoglobin“ betrachtliche Mengen eines chloroformliéslichen 
porphyrinartigen Farbstoffes gewinnen lassen, der in den bis 
dahin gepriiften Eigenschaften deutliche Unterschiede gegen- 
iiber einem aus Himoglobin dargestellten chloroformléslichen 
Porphyrin® nicht aufwies. ”) 

Da gewisse chloroformlésliche porphyrinartige Farbstoffe 
anscheinend als physiologische Bestandteile oder Aus- 
scheidungsstoffe des tierischen Ké6rpers angesehen 
werden miissen, ihre bislang beobachteten charakteristischen 
Kigenschaften*) sich aber in héchst ahnlicher Weise bei den 
kiinstlich aus Himoglobin gewonnenen Farbstoffen wiederfinden, 
so bildet deren genauere Erforschung eine wichtige Aufgabe. 

Wir haben deswegen die nihere Untersuchung der aus 
Himoglobin und einigen seiner Umwandlungsprodukte durch 
Siuren gebildeten ,,Hamatoporphyrine“ in Angriff genommen 
und beabsichtigen, sie sowohl in chemischer als auch in 
biologischer Richtung zu bearbeiten. Die in der vorliegenden 
Mitteilung zu beschreibenden Praparate sind aus Blutkérperchen- 
brei (oder Blut) dargestellt worden, der durch mehr- bis viel- 
tigiges Stehen (bei Zimmertemperatur, meist 15—20°) unter 
LuftabschluB und Schutz vor hellem Sonnenlicht sauerstofffrei 
veworden war. Das Blut wurde in manchen Versuchen nach 
25 Tagen verarbeitet, in anderen nach 1—1'/, Wochen, seltner 
nach 2—8 Wochen. Die hier gegebene Beschreibung griindet 
sich auf die Untersuchung sehr vieler, in der geschilderten 





1) P. List, Uber Porphyrinbildung aus Schwefelhimoglobin, Diese 
Zs, Bd. 185, S. 95 (1924). 

*) Einer vorliufigen Angabe von mir (Diese Zs. Bd. 183, S. 313 
(1924), nach der die letztgenannten Produkte von den aus Himoglobin 
gewonnenen Priiparaten verschieden seien, ist dahin zu erweitern, 
dab beim Einhalten bestimmter Versuchsbedingungen doch regelm&Big 
such ein Farbstoff von gleichem oder sehr ihnlichem Verhalten ge- 
wonnen werden kann. Vgl. die Abhandlung von P. List, Diese Zs. 
Bd. 188, S. 164 (1924). 

*) Dies gilt z. B. auch beziiglich des aus braunen Hithnereierschalen 
cewinnbaren porphyrinartigen Farbstoffs. 
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Weise aus meist gréBeren Mengen Blut gewonnener Priiparate. 
Die Versuche einschlieBlich aller spektrometrischen Bestim.- 
mungen sind vom Verf. selbst ausgefiihrt worden.') Zu den 


Messungen wurden genau geeichte Gitterspektrometer benutzt. 

Anmerkung. In einigen neuerdings ausgefiihrten Versuchen ei. 
gab das gleiche Blut nach 5tigigem Stehen wenigstens im ersten Aus- 
zuge etwa dieselbe Ausbeute wie nach 14tigigem Stehen. 


Il. 
Darstellung von Rohporphyrin. 


Die Chloroformmethode. 


Die Zerlegung des Blutfarbstofis erfolgte, wo nichts 
anderes angegeben ist, durch einen grofen UberschuB (7 bis 
10 Raumteile) rauchender Salzsiure, ohne Wirmezufuhr; die 
das Blut enthaltenden GefiBe*) wurden in groBe, halb mit 
rauchender Salzsiure gefiillte Zylinder gesenkt und unter der 
Oberfliche zertriimmert. Nach dem Durchmischen wurde die 
Flissigkeit (,,Bl-L.“) in vielen Fallen nach }/,—?/, stiindigem 
Stehen, hiufig aber erst nach 1—2Stunden, in einigen Fallen 
erst nach etwa 16—18 Stunden, mit mindestens der gleichen 
Raummenge Chloroform *) ausgeschiittelt. 4) 





1) Die Veréffentlichung der einzelnen Versuchsprotokolle erscheint 
entbehrlich, sie wiirde den Umfang der Abhandlung um mehrere Druck- 
bogen vergréBert haben. Die ausfithrliche Beschreibung von Darstellungs- 
methode und Haupteigenschaften der Priiparate diirfte jedem Fach- 
genossen die Nachpriifung erméglichen. 

*) In mehreren Fillen wurde der Inhalt eines der GefiBe wit 
eroBen Mengen essigsiiurehaltigen Athers ausgezogen; in den Ausziigen 
lieB sich durch Ausschiitteln mit kleinen Mengen 25°/,iger Salzsiiure 
héchstens eine spektroskopisch eben nachweisbare Menge Porphyrin fest- 
stellen, dessen spektroskopische Werte fiir die auf angeniihert 25° 
HCl-Gehalt gebrachte Liésung zu ungefiihr 601 und 556 ermittelt wurden. 
Vgl. hierzu auch die Feststellungen von P. List, Diese Zs. Bd. 139, 
S. 95 (1924). 

8) Sog. offizinelles Chloroform. 

*) A. Papendieck hat neuerdings zur Gewinnung des Farbstofis 
aus Schwefelhimoglobin im hiesigen Laboratorium folgendes Ver- 
fahren ausgearbeitet: Die Salzsiiurelésung wird mit Soda neutralisiert 
und mit Essigsiure schwach angesiiuert, der entstandene Niederschlag 
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Oft wurde schon wenige Minuten nach dem Durchschiitteln 
die Chloroformschicht abgetrennt, in vielen anderen Fillen 
geschah das erst, nachdem das Gemisch unter éfterem Schiittelu 
eine halbe bis mehrere Stunden (vor Licht geschiitzt) gestanden 
hatte. Bei vielen Versuchen wurde die Extraktion mit neuen 
Chloroformmengen wiederholt, die Ausziige vereinigt, durch 
jiteres Waschen mit Wasser von Siure befreit, durch Filtrieren 
vekliirt und das Chloroform abdestilliert. Der trockne Riick- 
stand (= ,,Rohporphyrin“) wurde in den meisten Fallen in 
einer miBigen Menge Chloroform gelést, die Loésung filtriert 


und eingedampft. — Die Chloroformausziige sind griin bis 
violettrot, entsiuert rot. — In mehreren Fillen wurde der 


erste, bald nach dem Durchmischen abgetrennte, Chloroform- 
auszug verworfen und nur der zweite zur Gewinnung des Farb- 
stoffes benutzt. 

Nur in wenigen Fiilien wurde die Blut-Salzséure-Liésung (=,,B1.-L.*) 
vor der Chloroformextraktion zur Entfernung gewisser Blutbestandteile 
mit reichlichen Mengen Ather ausgeschiittelt') (vgl. Abschnitt X). Dieses 
Verfahren habe ich vorliufig nicht wieder angewandt, weil dabei viel- 
leicht mit Nebenreaktionen gerechnet werden mu8. 

In einigen Fiillen habe ich gréBere Mengen ,,Rohporphyrin“ durch 
Alkalisieren der ,,BL-L.“ mit Soda, Ansiiuern mit Essigsiure und 
Extrahieren mit Ather dargestellt. Bei der weiteren Beschreibung der 
Farbstoffe werde ich nur das nach der oben angegebenen Chloroform- 
methode dargestellte Priiparat kurz als ,,Rohporphyrin“ bezeichnen. 

In meiner vorigen Abhandlung habe ich bereits angegeben, 
daf die nach der Chloroformmethode gewonnenen Priparate 
Rohporphyrin sich nicht vollkommen gleich verhielten. — Ich 
erwihne besonders den Unterschied in der Léslichkeit in 
n/,-Kalilauge, er zeigte sich in mehreren Fallen auch bei 
den einzelnen Fraktionen des Gesamt-Rohporphyrins aus einer 
Blutmenge. Er ist wohl auf mehrere Ursachen zuriickzufihren. 


abfiltriert, bei etwa 60° getrocknet und mit einer Mischung aus Chloro- 
form und 1/;, Vol. 25°/,iger Salzsiiure ausgezogen. Der dunkelrote 
Chloroformauszug wird filtriert und das Chloroform abdestilliert [Diese 
Zs, Bd. 184, S. 159 (1924)}. 

') Die beim Hinzufiigen von Ather zu starker Salzsiiure eintretende 
ieftige Reaktion erfordert vorsichtige Handhabung, wenigstens wenn 
uit groBen Mengen gearbeitet wird. 








| 
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Der erste Chloroformauszug enthilt selbstverstindlich betracht- 
liche Mengen verunreinigender Blutbestandteile, an denen die 
spiteren Ausziige armer sind. Ferner mu8 mit der Mig. 
lichkeit gerechnet werden, daB der geringe Alkoholgehalt des 
in vielen Fallen ausschlieBlich benutzten ,,offizinellen“ Chloro- 
forms die Zusammensetzung des Rohporphyrins (je nach Dauer 
der Beriihrung der .,Bl.-L.** mit dem Chloroform mehr oder 
weniger stark) beeinfluBt. Dieses Chloroform ist rein, wird aber 
bekanntlich zur Erhéhung der Haltbarkeit mit 0,5—1°/, Alkohol 
versetzt. Der EinfluB kiirzeren oder lingeren Stehenlassens 
der ,,BL-L.** (vor der Extraktion mit Chloroform) auf die 
Beschaffenheit des Rohporphyrins ist noch nicht planmibig 
untersucht. Endlich ist vielleicht auch das Alter des Blutes 
nicht ganz gleichgiiltig. Diese an sich wichtige Frage muti 
noch durch genaue vergleichende Versuche gepriift werden. 


Ill. 
Das chloroformldsliche Rohporphyrin.’) 


Alle von mir dargestellten Praparate Rohporphyrin *) ware, 
wenigstens zum betrichtlichen Teile, manche so gut wie voll- 
stindig, in n/10-Kalilauge léslich. Die Lésungen waren je 
nach der Konzentration gelb bis rétlich-braun, teils stark 
opalisierend, am stiirksten die alkalischen Ausziige des aus dem 
ersten Chloroformauszuge gewonnenen Robporphyrins.*) Beim 
Ansauern mit Essigsiure oder Salzsiure wurden die alkalischen 
Lésungen gefallt. Der ausgeschiedene braune Farbstoff liste 
sich in n/10-Kalilauge zu einer klaren oder doch weniger 
opalisierenden Fliissigkeit auf und konnte daraus mit Kssig- 
siure wieder abgeschieden werden. Dieser Niederschlag list 
sich in Chloroform; auch nach mehrmaligem Waschen mit 
Wasser bildete die Chloroformlésung eine noch in diinner 
Schicht rote Flissigkeit, die ein typisches Porphyrinspektrum 





*) Vgl. auch 8. 21. 

2) Bei der Darstellung gréBerer Mengen erhielt ich einige Male 
einen Teil des Reaktionsprodukts ohne weiteres in feinkrystallisierter 
Form; vgl. auch Abschnitt X. 

8) Vgl. die Anmerkung auf 8S. 233. 
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4 deutliche Absorptionsstreifen) gab. Der durch Umfillen aus 
n/10-Kalilauge mit Essigsiure gereinigte Farbstoff gibt keinerlei 
Spektralreaktionen des Himatins, weder in saurer noch in 
alkalischer, noch in Pyridinlésung; die Lésung in Kalilauge 
gibt mit Hydrazinhydrat oder Schwefelammonium nicht 
die Himochromogen-Spektralreaktion, mit Schwefelammonium 
auch keine Braunfirbung; die Pyridinlésung gibt ein reines 
Porphyrinspektrum, auch nach Zusatz von Hydrazinhydrat 
tritt nicht etwa ein neuer durch Héamochromogenbildung 
hedingter Streifen auf. Die Lésung in n/10-Kalilauge gibt 
durchweg jenes eigenartige A bsorptionsspektrum, das vorliufig als 
das ,,dreistreifige alkalische e«-Hamatoporphyroidin-Spektrum“ 
bezeichnet werden soll, einen starken Streifen im Rot, auf 
angefihr uu 6421), einen schwicheren breiteren auf ungefahr 
592 und einen starkeren schmileren auf ungefaihr 541, dem 
rotwiirts) ein schwacher Vorschatten unmittelbar vorgelagert 
ist*) (vgl. die Spektraltafel). 

Der aus der alkalischen Lésung mit Kssigsiiure abgeschiedene 
Karbstoff ist in Eisessig leicht léslich. Diese violettrote 
Lisung zeigt beim Kochen keinerlei Anderung im Sinne einer 
etwa eingetretenen Komplexsalzbildung, sie bleibt violettstichig- 
rot; wird sie aber mit einer frisch hergestellten filtrierten 
Auflésung von reinem Eisen in siedendem Eisessig gemischt 
und 1/,—1 Minute gekocht, so tritt sogleich Umschlag nach 
Braun ein; wird diese Fliissigkeit mit Chloroform verdiinnt 
und mit Wasser wiederholt gewaschen, so gibt die Chloroform- 
ljsung ein Absorptionsbild wie eine Lésung von a-Hamatin 
in Chloroform. Mit Pyridin verdiinnt, gibt sie ebenfalls das 
zugehérige Pyridin-Himatin-Spektrum und nach Zusatz eines 
Trépfchens Hydrazinhydrat sogleich aiuBerst stark das typische 
Himochromogenspektrum. Am Verdampfungsriickstand der 


') Das Vorzeichen ,uu“ ist bei den weiteren Wellenlingenwerten 
in dieser Abhandlung fortgelassen. 

*) Von Fall zu Fall kénnen geringe Abweichungen vorkommen, 
indem z. B. Str. I auf 640, Str. II. auf 590 oder 589 gefunden wird, 
dann kann auch ein sehr schwacher, oft nur eben angedeuteter Streifen 
auf ungefihr 511 erscheinen. 
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gewaschenen Chloroformlésung der Kisenverbindung erhilt man 
nach Auflésen in Pyridin (leicht léslich) und Zusatz yon 
Hydrazinhydrat dieselbe Reaktion. 

Wird die Chloroformlésung des Rohporphyrins mit gleich. 
viel etwa 25°/,iger Salzsiure geschiittelt, so bleibt der Farb- 
stoff wenigstens grofenteils im Chloroform, die Lésung gibt 
scharf das Porphyrin-Saiurespektrum mit eigentiimlicher Lage 
der Streifen (weit rotwirts), I. etwa 606, III. etwa 562 (scharfe 
Probe zur Auffindung geringer Mengen dieses Farbstotis!). 

In 25°/,iger Salzsiiture ist das Rohporphyrin gut léslich', 
schwache Lésungen sind griin, stiirkere in der Durchsicht 
violettrot, im reflektierten Lichte griin; die Lésungen geben 
recht rein das Porphyrin-Siurespektrum, mit eigentiimlicher 
Lage (weit rotwirts) der Streifen, [. etwa 602 (bis 603), 
II. etwa 557 (bis 558)?). Wird die Lisung mit gleichvie! 
Chloroform geschiittelt, so geht der Farbstoff reichlich in das 
Chloroform, ein Teil bleibt in der Salzsiure. 

Schiittelt man die Liésung des Rohporphyrins in Chlovo- 
form mit stark verdiinnter Kalilauge, so geht ein bedeutender, 
oft sehr grofer Teil*) des Farbstoffs klar mit gelber Farbe 
in die Lauge, die alkalische Lésung gibt dann durch- 

1) Zur Entfernung von Verunreinigungen habe ich das_,,Roh- 
porphyrin“ neuerdings in einigen Versuchen mit 25°/,iger Salzsiiure auf: 
genommen, die filtrierte Lésung schwach alkalisiert mit Essigsiure 
angesiuert und mit Ather ausgezogen, den Atherauszug gewaschen 
und eingeengt. Statt mit Soda und Essigsiure kann man den Farb- 
stoff aus der Salzsiiure natiirlich auch mit Natriumacetat in Ather 
iiberfiihren. 

*) Beim Stehen im Sonnenlicht ergab sich eine starke Anderung 
des Spektrums, z. B. Str. I. stark verbreitert, undeutlich geteilt, erstes 
Maximum etwa 610, zweites schwiicheres etwa 597'/,, Str. IIL. etwa 5581/,: 
itiber Natriumacetat in Ather gebracht: uneinheitliches Spektrum, Str. I. 
doppelt, « 631, 6 628, Str. III. ebenfalls doppelt, « 554, 9 534 usw. In 
einem Versuch zeigte eine wihrend einer Woche ergiebig besonnte 
Lésung von Rohporphyrin in 25°/,iger Salzsiiure das Spektrum: I. breiter 
Streifen mit 2 wenig deutlichen Maxima auf 606 und 597, II. bedeutend 
stiirkerer Streifen auf 5531). 

*) Die Mengen schwanken je nach den bei der Darstellung des 
Rohporphyrins gewihlten niiheren Versuchsbedingungen. 
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weg das ,dreistreifige alkalische «-Himatoporphyroidin- 
Spektrum“. ’) 

Dem Sonnenlicht ausgesetzt, wird die (rote) Chloroform- 
lsung des Rohporphyrins schnell braun und zeigt dann einen 
neuen starken Streifen im Rot auf ungefihr 670. 


In Ather ist das Rohporphyrin ebenfalls gut léslich, die 
rote Liésung gibt das bekannte ,,Atherspektrum“ der Por- 
phyrme mit 4 deutlichen Streifen; aus dieser Lésung libt 
sich das ,,Porphyrin® mit 25°/,iger Salzsiure leicht aus- 
schiitteln. 

Auch in Benzol und Kohlenstofftetrachlorid ist das Roh- 
porphyrin gut ldslich, die zugehdrigen Spektra sind dem 
Spektrum der Atherlisung sehr ihnlich. Beim Schiitteln mit 
25°/iger Salzsiure wird die Kohlenstofftetrachloridlésung 
sriin und gibt etwas unscharf das ,,Saiurespektrum“ mit eigen- 
tiimlicher, etwas schwankender, Lage der Streifen (z. B. I. 610, 
I]. 564), die Salzséureschicht enthilt ebenfalls ,,Porphyrin*®: 
I. etwa 602, IIL etwa 557. 

Auch in reiner Schwefelséure, sowie schwefelsiurehaltigem 
Alkohol ist das Rohporphyrin gut léslich; diese Liésungen 
geben ebenfalls das ,Siurespektrum“, mit verschiedener Lage 
‘s. Tabelle). 

In ammoniakalischem Alkohol gelést gibt das Roh- 
porphyrin ein iihnliches Spektrum wie die Chloroformlésung 
s. d. Tabelle). 

In Phenol?) ist das Rohporphyrin leicht léslich und gibt je 
nach der Reaktion entweder ein vierstreifiges alkalisches Spektrum 
oder ein Mischspektrum oder Saéurespektrum (s. Tabelle). 

Mit Methylalkohol und Salzsiure ,,verestert“ gibt das 
Porphyrin ein in Chloroform leicht, in n/10-Kalilauge nicht 
lisliches Produkt, dessen Eigenschaften in Tabelle 2 an- 
gegeben sind. 





1) Vgl. die FuBnote 2 auf S. 9. 

*) Wegen dieser Reaktion vgl. O. Schumm, Spektroskopisch- 
chemische Reaktionen einiger Porphyrine und ihrer Methylester, 
Diese Zs, Bd. 136, S. 258 (1924). 
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Tabelle 1. 


Rohporphyrin. ') 





‘. 


bo 





. Chioroformlésung 


. Chloroformlésung 


Als trockner Belag auf 
Glas, durch Verdampfen 
der Chloroformlésung 
gewonnen: 


. In Chloroform: 


mit 
etwa_ gleichviel un- 
gefiihr 25° ,iger Salz- 
siure geschiittelt: 


mit 
n/10-Kalilauge — ge- 


schiittelt: 





3 starke Streifen, angenidhert I. 642, II. 591, 
III. 537 (davor schwacher Schatten, Mitte 
etwa 562), auBerdem ein violettwiirts 
nicht deutlich abgegrenzter Schatten 
auf der Grenze von Griin/Blau. 


4 Hauptstreifen, I. 630,5, ILI. a) 586 (Vor- 
schatten), b) 574 (Maximum), IV. 540',, 
V. angenihert 506, ein sehr schwacher 
Streifen (Il) auf ungefiihr 604,5 in 
schwiacheren Lésungen kaum sichtbar. 


Ein (manchmal nur kleiner) Teil des Farb- 
stoffs geht in die Salzsiure. In der 
Chloroformschicht: Hauptstreifen I. 608, 
schwiicherer Streifen IT. 584,4, IIT. 561', 
(Saurespektrum). 

In der Salzsiureschicht schwach: Haupt- 
streifen I. angeniihert 602, III. ange- 
nihert 557'/, (Siurespektrum). 


Reichlicher Ubergang von Farbstoff, die 
filtrierte alkalische Lésung gibt ein 
Spektrum mit 3 starken Streifen und 
einem schwachen Vorschatten vor de 
dritten. I. 641,5, IL. 588,5, ILI. 5365 
(Vorschatten-Mitte etwa 559), auBerdem 
starke Verdunklung in Blau; ein (bei 
den einzelnen Priiparaten verschieden 
groBer) Teil Farbstoff bleibt im Chloro- 
form: J. 630,7, III. Maximum violettwiirts 
auf 575, IV. 541, V. angenihert 506, 
iuBerst schwacher Streifen auf unge- 
fihr 604. 


1) Begreiflicherweise ist das Rohporphyrin in einigen der an- 
gegebenen Lésungsmittel nicht restlos léslich, da auBer dem eigentlichen 
Farbstoff noch Beimengungen vorhanden sind. 





en 
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ea 


5. In Ather?): 


11, 


; In Benzol: 


. Kohlenstofftetra- 


ehlorid: 


. Kohlenstofftetrachlorid- 


lésung mit gleichviel 
ungefahr 25° ,iger Salz- 
siure geschiittelt: 


9. In Kisessig *): 


. In 25°/,iger Salzsiure: 


Salzsiurelisung, mit 
etwa gleichviel Chloro- 
form geschiittelt: 


2. In etwa 2°, HCl ent- 


haltendem Alkohol‘): 








4 Hauptstreifen, I. 632,8, III. a) 5861/, (Vor- 
schatten), b) 5751/, (Maximum), IV. 536, 
V. angeniihert 503, ein sehr schwacher 
Streifen (II.) auf ungefihr 605'/, in 
schwicheren Lésungen kaum sichtbar. 


4 Hauptstreifen, I. 633'/,, ILI. a) 586'/, (Vor- 
schatten), b) 576 (Maximum), IV. 540, 
V. angenihert 506, ein sehr schwacher 
Streifen (II.) auf ungefihr 605°/, in 
schwiicheren Liésungen kaum sichtbar. 

4 Hauptstreifen, I. 634,5, IIT. a) 588'/, (Vor- 
schatten), b) 577'/, (Maximum), IV. 540, 
V. angeniahert 506'/,, ein sehr schwacher 
Streifen auf ungefihr 607 in schwiicheren 
Lésungen kaum sichtbar. 


In der Kohlenstofftetrachloridschicht (griin): 
I. ungefiihr 610, III. 564 (unscharfes 
, Siurespektrum“). 

In der Salzsiureschicht (schwach angefirbt): 
I. etwa 602, III. etwa 557 (Siure- 
spektrum). 

,sadurespektrum“, Hauptstreifen I. 604, 
III. 559. 

,odurespektrum”, Hauptstreifen I. 602,6, 
III. 557,6°), VI. (spektrophotographiseh 
ermittelt) 411,7. 

Der Farbstoff geht gréBtenteils in das 
Chloroform, I. 606,3, III. 561,6, in der 
Salzsiureschicht ebenfalls deutlich I. 602,4, 
TIL. 557. 

ysiurespektrum“, Hauptstreifen I. 602'/,, 
Hil, $67*/,.9 


") Zusatz von wenig Essigsiiure bewirkte keine nennenswerte Ver- 
inderung. 
*) Nicht ganz wasserfrei; Ort der Streifen andernfalls wohl noch 
etwas mehr rotwirts. 
’) Bei der spektrophotographischen Bestimmung fand ich fiir 
lie Hauptstreifen I. 603, ILI. 557,5, VI. 411,7. 

*) Mischung aus 8 cem 25°/,iger HCl u. 92 eem,,absolutem“ Alkohol. 
’) Der Ort der Streifen verschiebt sich sowohl bei Anderung der 
Alkoholkonzentration als auch der Siurekonzentration. 
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13. In reiner Schwefelsiure | ,,Siurespektrum“, Hauptstreifen I. 600, 


(spez. Gew. 1,83): III. 554. 
14. In etwa 10 (Ge- | ,,Saiurespektrum“, I. 601, IL. (schwach) 
wichts-) Prozent Schwe- etwa 580, III. 556,5. 
felsiiure enthaltendem 
Alkohol 4): 
15. In n 10-Kalilauge’): Dreistreifiges alkalisches «-Hiamatoporpliy- 


roidinspektrum, I. (stark) 642, II. (schwi- 
cher und breiter) ziemlich symmetrisch 
592, III. (stirker) ziemlich symmetrisch, 
541 mit schwachem Vorschatten, im Blau 
starke Verdunklung. 


16. a) Lésung in (durch | ,,Alkalisches Spektrum“, I. unsym- 
einige Tropfen n/10- metrisch, Maximum rotwiirts auf 623, 
KOH schwach alka- II. breiter, nicht ganz symmetrischer 
lisiertem) Phenol®): Streifen, Mitte etwa 577, III. schmi- 


lerer, ziemlich symmetrischer Streifen, 
Maximum etwa 547'/,, [V. symmetrischer 
Streifen auf 512. 


b) Dieselbe Liésung nach | ,,Mischspektrum“, I. stark verbreitert, Mitte 
Zusatz von sehr wenig etwa 619 (2 sehr schwache Maxima auf 
n 20-Schwefelsiure : ungefiihr 623'/, und 6141/,), II. breiter, 
nicht ganz symmetrischer Streifen, Mitte 
etwa 576! ,, III. unsymmetrisch, Maximum 
rotwiirts etwa 545’, IV. ziemlich sym- 
metrisch, etwa 51114. 


c) Dieselbe Lésung, wenig | ,,Ubergangsspektrum“, I. 613°/, (schmil), 


stiirker angesiuert: II. breit, Mitte etwa 575'/,, ILI. schmiler, 
etwa 541. 








1) Mischung aus 5'/, ccm reiner Schwefelsiiure und 95 cem 96°/, igem 
Alkohol. 

*) Das Spektrum solcher alkalischer Liésungen zeigte bei ver- 
schiedenen Priiparaten keine vollkommene Ubereinstimmung, z. B. wurde 
einige Male an Ausziigen des Rohporphyrins mit n/40 oder n/20 Kali- 
lauge beobachtet: I. 638, II. 5881/,, III. (schmaler schwacher Streifen) 
561, IV. 538'/,, V. (sechwach) angeniihert 508'/, (vgl. hierzu die Aus- 
fiihrungen auf S. 17. 

*) Wegen dieser Spektralreaktion vgl. die vorhergehende Abhandlung 
des Verf. ,,Spektroskopisch-chemische Reaktionen einiger Porphyrine 
und ihrer Methylester“, Diese Zs. Bd. 136, S. 258 (1924). 
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d) 


Dieselbe Lésung, mit 
einem Tropfen 25°/,iger 
Schwefelsiiure = stark 
angesauert: 


In ammoniakalischem 


Alkohol?): 





,Reines Siurespektrum“, I. 604, II.(schwach), 
ungefihr 582'/,, III. 5581). 


I. 629,2, UI. Maximum violettwiirts 573,7, 
IV. 538,4, V. etwa 504; auBerdem sehr 
zarter Streifen II. auf ungefihr 604, der 
nur in konzentrierteren Lésungen sicht- 
bar ist. 


Tabelle 2. 


Veresterungsprodukt des Rohporphyrins. ’) 





i. In Chloroform (leicht 


lGslich): 


. Chloroformlésung mit 


etwa  gleichviel un- 
gefiihr 25°/,iger Salz- 
siure geschiittelt: 


3. Chloroformlésung mit 


n/10 - Kalilauge ge- 


4 Hauptstreifen, I. 6291, III. a) 585 (Vor- 
schatten), b) 573°/, (Maximum), IV. 540'/,, 
V. angenihert 506, ein sehr schwacher 
Streifen auf ungefihr 603'/,. 


Chloroformschicht: ,,Siurespektruin“, Strei- 
fen I. 605°, IIL. etwa 583, III. 561. Die 
Salzsiureschicht ist nicht oder kaum an 
gefairbt. 

Der Farbstoff bleibt vollstindig in Chloro- 
form. 





























schiittelt: 


') Gemisch aus 1 Raumteil Ammoniakflissigkeit (Spez.-Gew. 0,96) 
und 9 Raumteilen 90°/,igem Alkohol. 

*) Mit Methylalkohol und HCl-Gas nach Nencki u. Zaleski ver- 
estert |Nencki u. Zaleski, Diese Zs. Bd. 30, S. 427 (1900)]. Das Roh- 
porphyrin wurde mit Methylalkohol iibergossen, wenig HCl eingeleitet, 
vom Ungelésten abfiltriert, das Filtrat weiter mit HCl-Gas behandelt. 

Anmerkung. UbergieBt man das Rohporphyrin mit absolutem 
Athylalkohol und leitet kurze Zeit Salzsiiuregas ein, so lést sich der 
Farbstoft sogleich. Tropft man diese Lisung in Wasser, so entstehen 
bei geeignetem Mischungsverhiltnis eigenartige, gut durchsichtige gelbe 
oder orange-gelbe kolloidale Lésungen, die ein sehr iihnliches Spek- 
trum geben, wie die alkalischen Lésungen des c-Hiimatoporphyroidins 
‘Ss. unter ,1V.%, Das gilt auch fiir Priparate Robporphyrin, zu deren Ge- 
winnung reines, mit einigen Prozenten Methylalkohol versetztes Chloro- 
form gedient hatte und die entsprechend mit Methylalkohol und wenig 
Salzsiuregas behandelt worden waren. 
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4, In 
ehlorid (leicht léslich)?): 


o. 


6. 


Kohlenstofftetra- 


Lésung in 25°/,iger 


Salzsiiure: 


a) Lésung in (durch 
einige Tropfen n/10- 
KOH) sechwach alkali- 
siertem Phenol: 


b) Dieselbe Lésung bei 


allmahlichem Zusatz 
von sehr wenig n/20- 
H,SO,: 


ec) Dieselbe Lésung mit 


-1 


seine konzentrierte Chloroformlésung in der unter 


1 Tropfen 25 °/, iger 
Schwefelsiure stark an- 
gesiuert: 


. Lésung in wenig abso- 


lutem Chloroform mit 
Kalilauge kurze Zeit 
(bis zur Verjagung des 
Chloroforms) im offenen 
Glase, dann lingere Zeit 
am RiickfluBkiihler ge- 
kocht, Filtrat mit Was- 
ser verdiinnt: 








Sn cm 


4 Hauptstreifen, I. 633'),, III. a) 5as', 
(Mitte desVorschattens), b)577'/,,1V.539! ,, 
V. angeniihert 506'/,, ein sehr schwacher 
Streifen auf ungefihr 607'),. 


,sdurespektrum“, I. 602'/,, IL. etwa 5s1, 
ITl. 


5571/9. 

»Alkalisches Spektrum“, I. 623, IL. nicht 
ganz symmetrisch, Mitte etwa 577, 
III. etwa 547'/,, IV. angeniihert 411',, 


Mischspektrum (Str. I. stark verbreitert, 
Mitte etwa 619), danach das ,,Ubergangs. 
spektrum“, Str. I. 612',. 


,, Reines Siurespektrum“, I. 604, IT. (sehwach) 
etwa 582'/,, IIT. 558°/,. 


»Alkalisches Porphyrinspektrum* I. 633° ,, 
II, unsymmetrisch, Mitte ungefihr 581, 
Maximum violettwiirts, etwa 578, IIT. 54°, 
IV. angenihert 5081,,.2) Der aus der 
Lésung durch Ansiuern mit Essigsiure 
gefallte Farbstoff gibt, in 25° ,iger Salz- 
siiure gelést, das reine Porphyrin-Siiure- 
spektrum I. etwa 602, IIL etwa 557. 


) Nach dem Schiitteln mit gleichviel etwa 25°/, iger Salzsiiure gibt 
die griin gewordene Kohlenstofftetrachloridschicht ein etwas verwaschenes 
Porphyrin-Siiurespektrum. 
denen Priparaten betriichtliche Unterschiede; wegen dieser Unsicher- 
heit der Probe sind die Zahlen hier nicht aufgenommen. 

*) Priparate mit etwa demselben Spektrum (z. B. 633'/,, 579, 543° ,, 
511) habe ich wiederholt auch aus Rohporphyrin erhalten, indem ich 


Der Ort der Streifen zeigte bei verschie- 


7. beschriebenen 


Weise '/,—%/, Stunde mit 5°/, iger Kalilauge behandelte. 








ds 
2 
; 
| 
Ay 


bt 


at} 





Uber Porphyrinbildung aus Blutfarbstoff. 235 


IV. 
«-Hamatoporphyroidin. 


Das durch ein- bis zweimaliges Umfillen aus n/20 
pis u/10-Kalilauge (mit Essigsiure) gereinigte Rohpor- 
phyrin, das in verschiedenen seiner Spektralreaktionen héchstens 
seringfiigige Unterschiede gegeniiber dem Rohporphyrin zeigte, 
moge (unter dem Vorbehalt einer spiiter zu wihlenden, viel- 
leicht treflenderen Benennung fiir seinen chemisch einheitlichen 
farbstoff bzw. den Trager seiner bezeichnenden Eigenschatften) 
einstweilen als «-Himatoporphyroidin, gekirzt 


f .c-Porphyroidin® bezeichnet werden.') Die  spektro- 


metrischen Werte fiir einige seiner wichtigeren Spektral- 
reaktionen sind in der Tabelle angegeben. 

(Anmerkung. Der Name ,,Himatoporphyroidin“ ist be- 
reits von C. le Nobel?) porphyrinartigen Farbstoffen gegeben 
worden, die er entweder aus einem ,,Himatoporphyrin“ 
unbekannter Zusammensetzung) durch Behandlung mit Zink 
oder Zinn in salzsaurer Lésung oder durch Kinwirkung der- 
selben Metalle auf eine alkalische Lésung eines Himatins 
dargestellt hatte. 


Durch le Nobels Beschreibung sind die Eigenschaften 
der Priparate nicht geniigend gekennzeichnet worden, so dab 
ein zuverlissiger Vergleich mit den von mir dargestellten Farb- 
stoffen nicht méglich ist. Zum Unterschied von le Nobels 
Himatoporphyroidin benutze ich fiir mein Praparat aus Himo- 
globin die Bezeichnung «@-Himatoporphyroidin, abgekiirzt 
«-Porphyroidin). 


') Um jeder Mifdeutung vorzubeugen, bemerke ich, daB das so 
gewonnene Hiimatoporphyroidin vorlaiufig nicht als reiner, einheitlicher, 
chemischer Kérper aufgefa8t wird. Die Frage der Zusammensetzung 
dieses Hiimatoporphyroidins wird in einer folgenden Mitteilung besonders 
behandelt werden. 

2) ©. le Nobel, Uber die Einwirkung von Reduktionsmitteln auf 
Hiimatin und das Vorkommen der Reduktionsprodukte in pathologischem 
Name, Pfliigers Archiv Bd. 40, 1887, S. 501. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXXIX. 16 
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Das Absorptionsbild des «-Porphyroidins in n/10-Kalilauge 
ist (gleich dem des alkalischen Auszugs [n/10-KOH] des Roh- 
porphyrins) zwar héchst bezeichnend, beziiglich des Orts dey 
Streifen aber etwas schwankend. Nach wiederholtem Un. 
fallen zeigten die Lésungen hiiufiger den Streifen I. im Roi 
etwas nach Violett verschoben, z. B. auf 639, statt wie an- 
fainglich auf 642; auch wurde Abnahme der Léslichkeit iy 
n/10-Kalilauge beobachtet; ein betriichtlicher Teil des Far). 
stoffs kann beim Filtrieren der alkalischen Lésung durch dichte 
Filter als dunkelbrauner, bisweilen mikrokrystallinischer Nieder- 
schlag auf dem Filter bleiben. Auch nach kiirzerem Kochen des 
Farbstoffs mit schwachen Laugen (z. B. 1°/,ige KOH) wurde 
eine Veriinderung beobachtet, die abgekiihlte Lésung gal) 
ein Spektrum mit 4 Streifen (1. unsymmetrisch, Maximum 
violettwiirts etwa 635, II. etwa 5838, III. etwa 542, IV. etwa 
510,5). Offenbar handelt es sich um ein Mischspektrum 
oder Ubergangsspektrum, das dem vierstreifigen Spektrum 
(I. 6337/,, IL. unsymmetrisch, Mitte etwa 581, Maximum etwa 
578, Ill. 543, IV. ungefaéhr 5081/,) des aus dem ,,Kster“ des 
Farbstoffs durch Verseifen gewonnenen ,,Porphyrins“ nahe- 
kommt (s. u.). Mit einer niheren Untersuchung dieser Er- 
scheinungen sind wir zurzeit beschiftigt. Wegen der Spektral- 
reaktionen des «-Porphyroidins, besonders auch der Kisen- 
verbindung vgl. man die Tabelle ,,3“. 


Wird das «-Porphyroidin nach Kiister und Deihle mit 
HCl-haltigem Methylalkohol verestert, so entsteht ein im 
trocknen Zustande brauner, in n/10-KOH unléslicher, in Chloro- 
form leicht léslicher!) Kérper, der iibrigens bei verschiedenen 
wichtigeren Spektralreaktionen ein mit dem «-Porphyroidin 
und auch dem Rohporphyrin (mindestens) nahe iibereinstimmen- 
des Verhalten zeigt (siehe Tabelle ,,4“), 


1) Auch beim Schiitteln der Chloroformlésung des ,,Esters‘* mit 
n/10-Kalilauge geht kein Farbstoff in diese tiber. 
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Tabelle 3. 


a-Himatoporphyroidin.') 





| In Chloroform (leicht 
loslich): 


2. Chloroformlésung wit 
etwa gleichviel 25°/,iger 
Salzsdure geschiittelt: 


* In Ather: 


4. In' 25°/,iger Salzsiure : 


5. Lésung in n/10-Kali- 
lauge: 





4 deutliche Streiten, I. 630,3, ILI. unsym- 
metrisch, Maximuut violettwarts 574,4, 
LV. 540,6, V. etwa 507, ferner ein diuBerst 
zarter Streifen Il. auf ungefihr 604, 
der nur dann sichtbar wird, wenn die 
Lésung so konzentriert ist, daB die 
iibrigen Streifen sehr stark sind. 


Chloroformschicht:  ,,Siiurespektrum“ I, 
605,4, II. (schwach) ungefaébr 584,5, 
IV. 561. 


4 deutliche Streifen, I. 632,5, III. unsym- 
metrisch, Maximum violettwirts etwa 
575, IV. 536, V. 501,8, auBerdem ein 
sehr schwacher Streifen, II. auf un- 
gefihr 605. 


Siurespektrum, Hauptstreifen I. 602,4, 
III. 557.2) Beim Schiitteln mit gleichviel 
Chloroform reichlicher Ubergang in das 
Chloroform, es gibt das ,,Siurespektrum“, 
Hauptstreifen I, 605,6, ILI. 561,3; in der 
Salzsiureschicht weniger Farbstoff, [.602,6, 
IIT. 557,5. 


Dreistreifiges, alkalisches o-Himatopor- 
phyroidinspektrum®), I. etwa 642, II. etwa 


') Die Beschreibung gilt fiir frisech hergestellte Praparate, die nach 
der letzten Ausfillung aus n/10-Kalilauge durch Essigsiure ein- bis 
zweimal auf dem Filter mit Wasser gewaschen waren. 

2) Beim Stehen in der Sonne beobachtete ich schon nach kurzer 
‘vit Anderung des Spektrums. Die Streifen wurden breiter und ver- 
waschener, das Maximum von Str. I. lag dann z. B. auf 611, ein 
schwicheres auf 597, Str. III. auf 556%/, oder I.a auf 613, § viel 
schwiicher auf etwa 5961/,, IIL. auf etwa 556'/,; ein anderes Priparat 
zeigte nach 2-stiindiger Besonnung I. 611'/,, III. 560, ein weiteres nach 
tagelangem Stehen in der Sonne I. 597, I. angenihert 575, IIT. 553*/,. 

’) Bei den einzelnen Priparaten ergaben sich kleine Unterschiede, 
z. 3. beobachtet man auch: Str. I. 6401/,, I. 589, III. 540 (dabei dann 


16* 














238 


O.Schumm, 





-~i 


b) 


. Lésung in n/10- oder 


auch stiirkerer Kali- 
lauge nach Zusatz von 
Schwefelammonium: 


. Lésung in n/10- oder 


stirkerer Kalilauge 
nach Zusatz von Hydr- 
azinhydrat: 


. a) In (durch Zusatz 


einiger Tropfen n/10- 
KOH) schwach alkali- 
siertem Phenol: 


Dieselbe Lésung nach 
Zusatz von wenig n/20- 


acts, 


592, III. etwa 541 (mit schwachem Vor. 
schatten, von etwa 490 ab violettwiirts 
starke Absorption, aber ohne deutlich 
sichtbares Maximum. Dieselbe Lésung 
aufgekocht, abgekihlt, filtriert: nur ge. 
ringe Verinderung, Str. I. etwa 641, 
Il. etwa 589, III. etwa 539,5. 


Dasselbe Spektrum wie in der reinen alka. 
lischen Lésung, kein ,,Himochromogen. 
streifen“. 


Ebenfalls keine Himochromogenstreifen, 


»Alkalisches Spektrum“, I. unsymmetriseh, 
Maximum rotwarts etwa 622,5, Il. w- 
symmetrisch, Maximum violettwiirts etwa 
571, ILI. ziemlich symmetrisch, 547, 
IV. angenihert symmetrisch etwa 512. 


Das Spektrum iindert sich in der fiir das 
Rohporphyrin (Probe 16 a — ¢) angegebenen 


Schwefelséure: Weise. 

c) Dieselbe Liésung mit | ,,Siurespektrum“, Hauptstreifen [. 604, 
1 Tropfen 25 °/, iger TIT. 5587/,. 
Schwefelsaure stark an- 





gesauert: 


hiufig Andeutung eines vierten Streifens auf ungefihr 511) oder 641°), 
591, 538 oder 640, 589, 537 (mit Vorschatten auf 562) oder ilnlich. 
Vereinzelt wurde auch 638, 587, 542 und schwacher Streifen IV. au! 
angenihert 512 beobachtet. 

Setzt man zu einer konzentrierteren Lésung in n/10-Kalilauge 
etwas starke Kalilauge, so kann allméhlich ein groBer Teil des Farb- 
stoffs als Niederschlag ausfallen, iiber dessen Zusammensetzung in eine! 
folgenden Mitteilung berichtet werden soll. 

Anmerkung. Die Salzsiurezahl [mach Willstiitter und Mieg, 
Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 350, S. 1 (1906), ferner Z. f. Physiol. Chem. 
87, S. 439 und W. Kiister, Uber das Himatoporphyrin, diese Zs. 10%, 
S. 126, (1920)] des «-Porphyroidins ist nach einer vorliufigen Schitzung 
mindestens = 3, wahrscheinlich noch betrichtlich gréBer. (Genauere 


Angaben hieriiber in der folgenden Mitteilung.) 
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Hisessig 
(violettstichig rot)'): 


9, Lésung in 






10. Lésung in Eisessig mit 
frisch hergestellter Auf- 
lésung von Eisen in Kis- 
essig gemischt: 






1. Losung in 1-—39/, iger 
Kalilauge einige Mi- 
abge- 


nuten gekocht, 
kiihlt, filtriert: 










Beim Kochen Farbumschlag nach Braun, 





Deutliche Verinderung, vierstreifiges 


Tabelle 4. 


Veresterungsprodukt des o-Hiimatoporphyroidins.’) 


,sadurespektrum“, etwa I. 603,7, III. 5581/,, 


gekocht: kein Farbumschlag nach Braun; 
abgekiithlt: kein Haimatinspektrum. 


die abgekiihlte braune Fliissigkeit gibt 
ein reines,,Himatinspektrum“. Die daraus 
abgeschiedene LEisenverbindung _ gibt 
trocken, in Pyridin gelést, das Pyridin- 
Himatinspektrum (I. schwach etwa 566, 
II. breiter und dunkler etwa 530,5), beide 
Streifen sind unscharf, das Maximum 
nur angenihert bestimmbar; bei anderen 
Priparaten wurde z. B. gemessen: I. 569, 
II. 533, auch 568 und 532 oder ihnlich; 
nach Zusatz von wenig Hydrazinhydrat 
sehr starkes ,, Himochromogenspektrum“, 
Str. I (genau bestimmbar) 555,6, II. (viel 
schwicher, nur angendhert bestimmbar) 
etwa 524. 





Spektrum. I. unsymmetrisch, Maximum 
violettwirts 635, II. schwicher, breit, 
ziemlich symmetrisch, etwa 583, III. 
schmiler, dunkler, symmetrisch, etwa.542, 
IV. schwicher, breiter, nicht ganz sym- 
metrisch, etwa 510,5. 





1, Lésung in absolutem 
Chloroform (leicht lés- 
lich): 








,,Porphyrinesterspektrum“, 4 deutliche Strei- 


fen, I. 629,5; ILI. unsymmetrisch, Maxi- 
mum violettwirts 573,7, [V. 540,4, V. etwa 
507; sehr zarter Streifen II. angenihert 
auf 603. 





') Vel. a FuBnote 2 auf S. 231. 

*) Das an der Luft unter Lichtabschlu8 bei Zimmertemperatur ge- 
trocknete Hiimatoporphyroidin wurde nach dem Verfahren von Kiister 
und Deihle mit 1°/, HCl enthaltendem Methylalkohol verestert. 


‘ _ Das Veresterungsprodukt war trocken leicht léslich in Chloroform und 


| Soienstoaeacori in n/10-Kalilauge unléslich. Aus der Lésung in 


- absolutem Chloroform lieB es sich mit n/10-Kalilauge nicht ausschiitteln. 
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2. Lésung 


in absolutem 
Chloroform mit gleich- 
viel ungefahr 25°/,iger 
Salzsiure geschiittelt: 


. Lésung in Kohlenstoff- 
tetrachlorid (leicht 1lés- 
lich): 


. Lésung in Kohlenstoff- 


stoff tetrachlorid mit 
gleichviel ungefihr 25°/,- 
iger Salzsiiure — ge- 


schiittelt: 


. Lésung = in 
Salzsiiure: 


25 /, iger 


. Lésung in wenig abso- 
lutem Chloroform im 
offenen Glase kurze 
Zeit mit 3—5°/,iger 
Kalilauge gekocht, ab- 
gekiihlt, filtriert: 


Chloroformschicht: Reines Porphyrin-Siuie. 
spektrum I. 605,3, III. 561. Salzsiiure. 
schicht nicht oder nur kaum merklich 
angefirbt. 


,,Porphyrinesterspektrum“, 4 deutliche Stvei. 
fen, I. 633,6, Ll. unsymmetrisch, Maxi. 
mum violettwiirts 567,7, [V. 539,7, V. an- 
genihert 505, sehr zarter Streifen I], 
angenihert auf 507. 


Kohlenstofftetrachloridschicht griin, etwas 
opalisierend, etwas unscharfes Porphyrin- 
Siiurespektrum, I. ungefihr 608,5, IIL. un. 
gefihr 563, nach 8 Minuten nochmal; 
gemessen I. etwa 608,7, II]. etwa 562.' 


Reines Porphyrin-Siiurespektrum, I. 602.3, 
IIT. 557. 


Die alkalische Loésung vier: 
streifiges ,,alkalisches Porphyrinspek- 
trum“: I. 633,9, I]. etwas unsymmetrisch, 
Mitte ungefiihr 578, Maximum violett 
wiirts auf etwa 581, III. symmetriseh 
etwa 543,2, [V. nicht ganz symmetrisch. 


gibt ein 


etwa 508,5. Der aus der Lésung aus 
gefaillte Farbstoff gibt in 25°/,iger Salz 
siure das_ ,,Porphyrin-Saurespektrum® 
I. etwa 602, III. etwa 557. 





Anmerkung. Neuerdings habe ich mehrfach mit dem 
a-Himatoporphyroidin nahe iibereinstimmende Priparate nacl 
folgendem etwas abweichenden Verfahren dargestellt: 


Die BL-L.?) wurde '/, bis '/, Stunde nach ihrer Herstellung be 
etwa 15° mit dem 1'/, fachen Vol. Chloroform (mit ungefiihr 1—1'/, Gew.-’ ; 


') Der Ort der Streiten wurde bei den verschiedenen Priiparaten 
nicht immer tibereinstimmend gefunden. 

") Aus 2—14 Tage im zugeschmolzenen Glase aufbewahrtem Blut 
kérperchenbrei oder Blut und der zehnfachen Menge rauchender Salz 
siure. Durch Wasserzusatz auf einen Salzsiuregehalt von angeniihert 


25°/, gebracht und mit 25°/, Salzsiiure stark verdiinnt, gibt die filtrierte 
Fliissigkeit das Porphyrin-Siurespektrum mit dem Ort der Streifen 
I. etwa 602'/,. III. etwa 557. 
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Alkoholgehalt) durchgeschiittelt und unter dfterem Schiitteln 1 bis 
2 Stunden stehen gelassen. 

Der abgetrennte violettstichig-rote Chloroformauszug wurde sogleich 
durch Filtrieren geklirt und mit 1—2°/,iger Kalilauge ausgeschiittelt. 
Die abgetrennte tief braun oder rot-orange gefiirbte alkalisch-wiBrige 
Lésung wurde ein- bis zweimal mit Chloroform gewaschen und filtriert. 
Die vollkommen klare alkalische Lésung gab das a-Porphyroidinspektrum: 
[. 641, I. 589, III. 539. Sie wurde mit Essigsiiure angesiiuert, der all- 
mihlich entstandene Niederschlag abfiltriert und zweimal gewaschen. 


1. Ein Teil dieses Porphyroidins wurde noch feucht den folgenden 
Proben unterworfen. 

a) mit Ather verrieben, filtriert; rote Lésung, gibt Spektrum mit 

4 Hauptstreifen: I. 632. III. Maximum 575,5 (Vorschatten auf 585. 

TV. 536. V. ungefiihr 502. IL. sehr schwach, angeniihert 605. 


b) mit absolutem Chloroform verrieben, filtriert; rote Lésung, gibt 
Spektrum mit 4 Hauptstreifen: I. 630,5. II. (Maximum violett- 
wiirts) 575,5. III: 541. IV. ungefihr 507., ferner schwacher 
Schatten angeniihert auf 651. Beim Schiitteln mit gleichviel 
25°/,iger Salzsiiure bleibt der Farbstoff gréBtenteils in Chloroform. 

e) mit 25°/,iger Salzsiiure verrieben, filtriert, Porphyrin-Siure- 
spektrum: I. 602. IL. 557, nach dem Schiitteln mit gleich viel ab- 
solutem Chloroform: in der Chloroformschicht I. 605,5, III. 561. 

d) Aus der Lésung in Ather li8t sich der Farbstoff durch Schiitteln 
mit dem gleichen Volumen 2°/) Salzsiiure zum betriichtlichen 
Teile, mit ungefiihr 3°/, Salzsiure schitzungsweise zur Hilfte 
herausholen. In 4°/,ige Salzsiiure ging mehr als die Hilfte, 
in 25°/,ige Salzsiure fast aller Farbstoff. 

e) Lésung in Eisessig in die Eisenverbindung iibergefiihrt; Teil 
in Pyridin + Hydrazinhydrat: intensives Himochromogen- 
spektrum I, 556,5. II. 526. 

2. Ein Teil wurde nach Kiister-Deihle mit 1°/, HCl enthaltendem 
Athylalkohol ,,verestert. Das in n/10-Kalilauge unldsliche, in 
absolutem Chloroform leicht lésliche Reaktionsprodukt gab in 
25°/, HCl das Spektrum I. 6021/,. III. 557'/,. Beim Schiitteln 
der Lésung mit gleich viel absolutem Chloroform ging der Farb- 
stoff gréBtenteils in das Chloroform. Spektrum der Chloroform- 
schicht I. 6051/, ILI. 5611/,. 

Ein Teil des Veresterungsprodukts wurde mit etwa 5°/, Kali- 
lauge 15 Minuten am RiickfluBkiihler gekocht; die erzielte Lésung 
gab nach dem Abkiihlen und Filtrieren ein 4 streifiges, ,,alkalisches 
Porphyrinspektrum“: I. 633. IL. angenihert symmetrisch, Mitte 
etwa 580. III. 544. IV. angeniihert 510. Der aus dieser Lésung 
durch Ausiiuern mit Essigsiiure ausgeschiedene Farbstoff wurde 
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zweimal gewaschen, mit Ather verrieben, die filtrierte rote Lésuny 
gab das Spektrum I. 632. II. sehr zart, etwa 605. LII. 575, 
IV. 536. V. ungefahr 502'/,. Die durch Ausschiitteln der Athe. 
rischen Lésung mit 25°/,iger Salzsiiure erzielte Lésung gab das 
Spektrum I. 602. III. 5561/,. 

3. Ein Teil des Priiparates wurde an der Luft getrocknet. Es war 
dann noch leicht léslich in absolutem Chloroform (Spektrum wie 
unter 1. b) angegeben), léslich in n/10-Kalilauge (sehr schwach 
opalisierend), Spektrum I. 642, IT. etwa 591, III. 539 mit schwachem 
Vorschatten (Maximum 562). Die alkalische Lisung gab mit 
Hydrazinhydrat keine Andeutung vom Himochromogenspektrum, 
auch nicht bei Zusatz stirkerer Kalilauge, ebenso auch nicht bei 
der Behandlung mit Pyridin und Hydrazinhydrat. — Die Haupt- 
menge des trocknen Farbstoffs wurde nach Kiister-Deihle mit 
1°/, HCl enthaltendem Methylalkohol ,,verestert“. Das Reaktions. 
produkt war in absolutem Chloroform leicht léslich (Spektrum 
630,3, 574, 541, ungefihr 507'/,). Nach dem Schiitteln dieser 
Lésung mit gleich viel 25°/,iger Salzsiure war die Salzsiiureschicht 
kaum angefiirbt, die Chloroformschicht gab das Spektrum I. 605'/,, 
III. 561. (II. etwa 584), 

Die Hauptmenge des Reaktionsprodukts wurde mit 5°/jiger 
Kalilauge 15 Minuten am RiickfluBkiihler gekocht, die erzielte 
Lésung gab das unter ,,2.“‘ beschriebene 4streifige alkalische Por- 
phyrinspektrum (Str. I. 633 usw.). Aus dieser Lésung wurde der 
Farbstoff mit Essigsiiure ausgefillt und auf dem Filter aus 
gewaschen. Beim Verreiben des noch feuchten Niederschlags 
mit Ather ging ein Teil in Liésung, leichter in mit Essigsiure 
schwach angesiiuertem Ather. Die ‘itherische Lésung gab das 
unter ,,2.“ fiir die iitherische Lésung beschriebene Spektrum. Beim 
Verreiben des noch feuchten Niederschlags mit absolutem Chloro- 
form ging nur ein kleiner Teil in Lésung, in mit Essigsiiure an- 
gesiiuertem Chloroform (1 Tropfen Eisessig auf 3 ccm) léste sich 
der Niederschlag bedeutend leichter (Spektrum: I. 630,5. IL. 574,5. 
IIT. 541,5. IV. ungefiihr 508. In 25°/,iger Salzsiiure gab der Farbstoff 
des Spektrum I. 602, III. 557, nach dem Schiitteln dieser Losung 
mit gleich viel absolutem Chloroform in der Chloroformschicht 
I. 606, IJ. 584, III. 561'/,, in der Salzsiureschicht [. 602, IL. un- 
gefahr 5811/,, III. 5571/,). — Ein Teil des Farbstoffs wurde in der 
mehrfach beschriebenen Weise in die Eisenverbindung verwandelt. 
Sie gab in Pyridin mit Hydrazinhydrat das Himochromogen- 
spektrum mit dem Ort der Streifen I. 557, IL. etwa 5261/,. 

Die bislang nach diesem Verfahren gewonnenen Priiparate 
zeigten demnach im allgemeinen Verhalten eine recht weit- 


gehende Ubereinstimmung mit dem unter IV. beschriebenen. 
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: a ihre Zahl aber noch gering ist, l4Bt sich nicht sicher sagen, 
- ob auf diesem Wege stets Priparate von gleichen Eigenschaften 
- gewonnen werden. 


Nachtrag bei der Korrektur. Inzwischen habe ich 


: wiederholt Priiparate nach diesem etwas abgeinderten Ver- 
fahren dargestellt, dabei aber einige Male bedeutende Unter- 
' schiede im Spektrum der aus dem Chloroformauszug mit ver- 
- diinnter Kalilauge gewonnenen Farbstofflésung beobachtet. In 
- einem Versuche, in dem der (HCl-haltige) Chloroformauszug 


teils (wie oben angegeben) sogleich mit sehr schwacher Kali- 
lauge extrahiert, teils zuvor griindlich mit Wasser gewaschen 
worden war, zeigten die beiden alkalischen Ausziige die stark 
abweichende Spektra, a) 633, 582, 5481/,, 511, b) 638, 588; 
535 mit schwachem Vorschatten. — In einem anderen Ver- 


- suche gab der Kaliauszug des nicht gewaschenen Chloroform- 
| extrakts das Spektrum 638, 587, 542, 512 (schwach), des ge- 
_ waschenen 638, 589, 533 (mit schwachem Vorschatten). In 
- anderen Versuchen wurden aus den ungewaschenen Chloro- 


formextrakten Kaliausziige erhalten, die das oben beschriebene 
typische «-Porphyroidinspektrum gaben: etwa 641, 590, 542 
oder aihnlich. Neuerdings ziehe ich es vor, die Chloroform- 
ausziige zu waschen, mit gréBeren Mengen sehr verdinnter 


_ Kalilauge auszuschiitteln und die alkalische Lésung mit Chloro- 


form zu waschen. Der aus der alkalischen (von Chloroform 
befreiten), rot-orange gefirbten Lésung mit Essigsiure gefillte 
und mit Wasser gewaschene Farbstoff lést sich in sehr ver- 
diinnter Kalilauge [Spektrum ungefabr I. 640, Il. 590, III. 
536 mit schwachem Vorschatten auf angendhert 562 (Mitte) 
oder violettwirts unscharf abgegrenztem schwachen Streifen in 
etwa derselben Lage]. Unter Ansaiuern mit Essigsiure oder 
Salzsiure laBt sich der Farbstoff aus der Lésung leicht in Chloro- 
form iiberfihren. Als Ausgangsmaterial diente ,,Bl.-L.* aus 
2—3 Tage unter LuftabschluB aufbewahrtem Rinderblut und 
6 Vol. rauchender Salzsiure. Auch bei diesen Priparaten be- 
obachtete ich die schon fiir das Rohporphyrin und «-Porphy- 
roidin angegebene groBe Lichtempfindlichkeit, besonders an 
Lisungen in Chloroform oder Salzsiiure. 
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V. 
«-Hamatoporphyrin. 

Beim ,,Verseifen“ mit Kalilauge gibt der ,,Msters des 
a-Himatoporphyroidins einen Farbstoff, der die allgemeiney 
Merkmale der Porphyrine hat (vgl. Tabelle 4, unter 6% 
iibrigens bei allen spektroskopisch-chemischen Reaktionen ein 
durchaus bezeichnendes Verhalten aufweist, durch das er sich 
von Nenckis Hamatoporphyrin (aus Haimin) und Mesoporphyrin 
wie auch von den beiden natiirlichen Porphyrinen, Uroporphyrin 
und Koproporphyrin, auffallend unterscheidet. 

Angesichts des von Hoppe-Seyler aufgestellten Satzes iiber die 
Entstehungsméglichkeit von ,,Hamatoporphyrin“ aus Himoglobin bzy. 
Hamochromogen erscheint mir auch fiir den obigen Kérper der Name 
»Himatoporphyrin’ gegeben. W. Kiister unterscheidet zweckmibig 
das aus Himoglobin geradeswegs gewonnene Hiimatin durch die Be- 
zeichnung ,,o-Hiimatin“’ von dem aus dem Kunstprodukt Himin durch 
Behandlung mit Kalilauge dargestellten ,,6-Hiimatin“. In déhnlichem 
Sinne méchte ich fiir das hier beschriebene Hiimatoporphyrin aus Hiimo- 
globin die vorliiufige Bezeichnung ,,«-Hiimatoporphyrin“ vorschlagen. 
Will man indessen beriicksichtigen, daB Hoppe-Seyler das von ihm 
»isolierte’’ Hamatoporphyrin') (sein Analysenpriiparat) nicht gerades- 
wegs aus Himoglobin-Himochromogen, sondern auf dem Umwege iiber 
(8)-Hiimatin (durch konzentrierte Schwefelsiiure) gewonnen hat, so wir 
das hier beschriebene Porphyrin vielleicht noch treffender als Himo- 
chromogen- oder Himochrom-Porphyrin den beiden anderen Hiimato- 
porphyrinen gegeniiberzustellen. 


Das a-Himatoporphyrin”) (vgl. Tabelle ,,5“) gibt, in n/10- 
Kalilauge gelést, ein typisches vierstreifiges, sogenanntes alka- 
lisches Himatoporphyrinspektrum, aber mit eigentiimlicher 
Lage der 4 Streifen (stark abweichend gegeniiber ,,Himato- 
porphyrin Nencki“, Hiamatoporphyrin Hoppe-Seyler und Himato- 
porphyrin Hamsik), in 25°/,iger Salzsiure das _,,Porphyriv- 
Saurespektrum“; aus dieser Lésung liBt sich etwas Farbstof 


1) Der in der Literatur den Namen ,,Himatoporphyrin Hoppe: 
Seyler“ fithrende K®orper. 

*) Ein spektralanalytisch mit dem a-Himatoporphyrin im wesent 
lichen iibereinstimmendes Himatoporphyrin habe ich (wenigstens 1 
vielen Fallen) auch dadurch erhalten, daB ich das Rohporphyrin mit 
8—5°/, iger Kalilauge etwa '/,—*/, Stunde am RiickfluBkiihler kochte. 











2 
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mit Chloroform ausschiitteln. Aus der alkalischen Liésung 1abt 
sich der Farbstoff unter Ansiuern mit Essigsiiure in Ather iiber- 
fihren. Die Lésung in Eisessig ergibt beim Kochen mit einer 
frisch hergestellten Lésung von Kisen in Kisessig einen himatin- 
artigen, braunen Farbstoff, der in Kisessig oder Chloroform die 
zugehorigen Spektra wie das @-Himatin, in Pyridin gelést und 
wit Hydrazinhydrat versetzt, das ,,Himochromogenspektrum“ 
etwa wie das aus «-Himatin gewonnene Hamochromogen liefert. 

Die bisher festgestellten Kigenschaften des «-Himato- 
porphyrins scheinen darauf hinzudeuten, daB dieses Porphyrin 
ebenso wie das «-Hamatoporphyroidin) dem Himoglobin (bzw. 
Himochromogen) und auch dem e@-Hamatin niher steht, als 
das Himatoporphyrin von Nencki. 


Tabelle 5. 
a-Hiimatoporphyrin 





|. Lésung in verdiinnter Kalilauge: | Vierstreifiges ,,alkalisches Por- 
phyrinspektrum“, I. etwa 633°), 
II. etwas unsymmetrisch, Maxi- 
mum violettwirts, ungefihr 578, 
III. symmetrisch, etwa 5431/,, 
IV. nicht ganz symmetrisch, 
etwa 510. 


2, Lésung in 25°/,iger Salzsiure: | Porphyrin-Siurespektrum, Haupt- 
streifen I. 601,9, III. 557, VI. 
(Violettstreifen, spektrophoto- 
graphisch bestimmt)=411,1.*) 





') Bei den einzelnen Priiparaten kénnen geringe Unterschiede im 
Ort der Streifen vorkommen, Str. I. z. B. 632 usw. 

*) Setzt man die Lésung einige Zeit dem Sonnenlichte aus, so 
indert sich das Spektrum; nach nur 2 stiindiger Besonnung beobachtete 
ich z. B. Str. I. breit, mit einem deutlichen Maximum auf 610'/, und 
einem sehwicheren auf 597, Str. II. 556'/,. (Ein nicht belichteter Teil 
derselben Lésung zeigte noch nach mehreren Stunden das urspriing- 
liche Spektrum: I. 602, III. 556°/,.) Nach der Uberfiithrung des Farb- 
stoffes der besonnten Lisung mit Natriumacetat in Ather gab diesen 
ein uneinheitliches ,,Porphyrin-Atherspektrum“, dessen Eigenart auf ein 
Gemiseh schlieBen liBt: 6 Absorptionsstreifen, I. schwach 641, IT. schmal, 
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3. Lésung in 25°/,iger Salzsaure, 
mit dem_ gleichen Volumen 
Chloroform geschiittelt: 


4. Lésung in Chloroform (durch 
Schiitteln des aus der alkalischen 
Lésung durch Ansiéuren mit 
Essigsiiure gefillten Farbstoffs 
mit Chloroform erhalten): 


5. Lésung in Chloroform nach dem 
Schiitteln mit gleichviel 25°/,- 
iger Salzsiiure: 


6. Lésung in Ather (durch Schiitteln 
des aus der alkalischen Lésung 
durch Ansiiuern mit Essigsiure 
gefillten Farbstoffs mit Ather 
gewonnen; Zusatz einigerTropfen 
Eisessig zum Ather erleichtert 
die Auflésung):?) 


7. a) Lésung in Eisessig, violett- 
stichig rot”): 


b) Die Lésung aufgekocht: 


c) Die Lésung mit Eisenacetatlosung 
(in Eisessig) gekocht: 


d) Die Lésung ,,c“ mit absolutem 
Chloroform verdiinnt, mit Wasser 
gewaschen, die Chloroformlésung 
(Himatinspektrum) verdampft. 
Riickstand in Pyridin gelést: 








Teil des Farbstoffes geht in das 
Chloroform. Hauptmenge bleibt 
in der Salzsiure. 


4 deutliche Streifen, I. 629'/,, II. 
unsymmetrisch, Maximum violett- 
wirts, etwa 575, III. 5401), 
IV. etwa 507. 


In der Chloroformschicht: Schwa- 
ches Porphyrin-Sadurespektrum, 
I. 6051/,, III. etwa 5601),. 


4 deutliche Streifen, I. 6311/,, IL 
unsymmetrisch, Maximum violett- 
wirts, etwa 575, ITI. 5351/,, IV. 
angenihert 504. 


Porphyrin-Siurespektrum, I. etwa 
6032/,, III. etwa 558 '/,. 


Porphyrin-Siurespektrum. 


Umschlag nach Braun, ,,Himatin- 
spektrum“. 


Pyridin-Haimatinspektrum, I. schw., 
etwa 566, II. breiter und dunkler, 
etwa 530. Nach Zusatz eines 
Tropfens Hydrazinhydrat: ,,Hi- 
mochromogenspektrum, I. sehr 
stark, etwa 556, III. schwach. 
ungeraihr 524. 


scharf begrenzt, 623'/,, III. ,,Streifengruppe“ mit 2 meBbaren Maxima 
auf 581 und 570, IV. breiter Streifen, Mitte 551, V. schwach, 530, 
VI. sehr stark, 502. Nach wiederholtem Waschen mit Wasser trat keine 
nennenswerte Anderung des Spektrums ein. 

1) Aus der itherischen Lésung liBt sich schon mit ungefihr 2 °/, iger 
Salzsiiure eine bedeutende Menge Farbstoff herausschiitteln, die Haupt- 
menge jedoch erst bei héherer Konzentration; nach einer vorliufigen 
Schitzung diirfte die Salzsiiurezahl noch iiber 3 hinausgehen. 


2) Vgl. die FuBnote 2 auf 231. 








in- 
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Darstellung eines mit dem e-Haimatoporphyrin nahe 
iibereinstimmenden Praparates Hamatoporphyrin. 


Nach dem auf 8. 224 beschriebenen Verfahren wurde ein 
Priparat Rohporphyrin in folgender Weise dargestellt. Das 
frische Gemisch aus ,,sauerstofffreiem“ Blute und viel rauchen- 
der Salzsiure wurde auf etwa 10° abgekihlt, mit dem gleichen 
Volumen (offizinellen) Chloroforms ausgeschiittelt, das Chloro- 
form schnell abgetrennt und die Extraktion noch einmal in 
derselben Weise wiederholt. Die beiden Ausziige wurden nicht 
benutzt. Nunmehr wurde die Blut-Salzsiurelésung mit gleich- 
viel offizinellem Chloroform durchgeschiittelt und vor Licht 
geschiitzt etwa 20 Stunden stehen gelassen. Der abgetrennte 
Chloroformauszug wurde durch Waschen entsaduert, filtriert, 
das Chloroform abdestilliert, der Riickstand in wenig absolutem 
Chloroform gelést und die Lésung in einem Kolben nach Hinzu- 
figen einer gréBeren Menge 3°/,iger Kalilauge zunachst bis 
zum Verschwinden des Chloroforms, weiter nach Aufsetzen 
eines RiickfluBkiihlers 3/, Stunden gekocht, wobei nur ein un- 
bedeutender Rest ungeldst blieb. Aus der nach dem Ab- 
kiihlen filtrierten Lésung wurde der Farbstoff durch schwaches 
Ansiuern mit Essigsiure vollstindig ausgefallt, gut gewaschen, 
an der Luft unter LichtabschluB bei Zimmertemperatur ge- 
trocknet und nach Kiister und Deihle mit ungefahr 1°/, 
HCl enthaltendem Methylalkohol verestert. Aus der klaren, 
gut abgekiihlten Fliissigkeit wurde nach dem Alkalisieren 
mit gesittigter Sodalésung der Ester mit absolutem Chloro- 
form ausgeschiittelt und die gewaschene, klar filtrierte Chloro- 
formlésung verdampft. Kin Teil des Veresterungsproduktes 
wurde zu den unten beschriebenen Proben benutzt, die 
Hauptmenge durch einstiindiges Kochen mit einer reich- 
lichen Menge ungefaihr 3°/,iger Kalilauge am RiickfluBkihler 
»erseift, 


Veresterungsprodukt. 





!. In n/10-KOH unléslich. 


*. &) In 25°/,iger HCl lislich: | Porphyrin-Siurespektrum, I. 601'/,, 
III. 557. 
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b) Lésung in 25°/, iger Salz- 
siure mit gleichviel ab- 
solutem Chloroform ge- 
schiittelt: 


3. 2) In Chloroform leicht 
léslich: 


b) Lésung in Chloroform 
init gleichviel 25 °/,iger 
Salzsiiure geschiittelt: 


4. a) In Kohlenstofftetrachlo- 
rid leicht léslich: 


b) Lésung in Kohlenstoff- 
tetrachlorid mit gleich- 
viel 25 °/,iger Salzsiiure 
geschiittelt: 


5. In Ather gut léslich: 


6. a) In (durch Zusatz eines 
Tropfens n/10-Kalilauge 
schwach alkalisiertem) 
Phenol?) gut léslich: 


b) Dieselbe Lésung, all- 
mihlich mit mehreren 
Tropfen n/20-Schwefel- 
siure gemischt: 


c) Dieselbe Lésung mit 
i Tropfen 25 °/, iger 
Schwefelsiure stark an- 
gesauert: 








Die Hauptmenge Porphyrin geht in da; 
Chloroform (Spektrnm: I. 605, II], 
560,7), doch bleibt ein nicht un. 
betrichtlicher Teil in der Salzsiiure. 


Spektrum mit 4 Hauptstreifen (629, 573,(, 
539,7, ungefahr 505,4) und einem sel; 
zarten Streifen, II. auf etwa 604,17, 


Farbstoff bleibt fast vollstiindig in 
Chloroform. Scharfes Porphyrinsiiuye. 
Spektrum (I. 604,7, IIL. 560,8'), in 
der Salzsiure nur eine Spur Farbstofi 


4 Hauptstreifen (6331/,, 577, 540, an- 
genihert 506. 


Farbstoff gréBtenteils in der Kohlenstof: 
tetrachloridschicht (griin), unscharfes 
Porphyrin-Siiurespektrum, I. etwa 611, 
III. etwa 566. Salzsiiureschicht wenig 
angefirbt. . 


Hauptstreifen auf 6321/,, 5741/,, 535), 
angeniihert 502. 


Spektrum mit 4 deutlichen Streifen, 
I. 623, I]. unsymmetrisch, Mitte etwa 
575, Maximum etwa 570, III. 546, 
IV. ungefiihr 510?/,. 


Zunachst Mischspektrum (Str. I, ver: 
breitert, Mitte etwa 618), danach 
Ubergangsspektrum (I. schmal, 612 
iI. breit, unsymmetrisch, Mitte un 
gefihr 574, Maximum etwa_ 56/, 
III. sehmiler 540, IV. schwach, etwa 
508). 


Siiurespektrum, I. ungefihr 603, ILI. etwa 


~—— = 


Vvo0i. 


') Scharfe Probe zum Nachweis kleiner Mengen des Farbstofis. 
*) Vgl. O. Schumm, Spektroskopisch-chemische Reaktionen einigt! 
Porphyrine und ihrer Methylester, Diese Zs. Bd. 136, 8. 258 (1924). 











atwa 


i 





Lige! 


Beim ,,Verseifen* mit Kalilauge (3 °/,, vgl. oben) ging der 
,Hster* volistindig in Losung; mit ungefahr der 5 fachen Menge 
' Wasser verdiinnt, gab diese das alkalische Porphyrinspektrum 
| mit dem Ort der Streifen 1. 630, I. 576, III. 543/,, IV. 508?/,. 
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Beim Schiitteln der alkalischen Lésung mit Chloroform blieb 


| dieses ungefarbt, nach dem Ansiiuern mit KHssigsinre geht 


Farbstoft in das’ Chloroform iiber. 

Die Hauptmenge der alkalischen Lésung wurde mit Hssig- 
siiure schwach angesiuert, der vollstindig ausgeschiedene Farb- 
stoff abfiltriert und gut ausgewaschen. 


Das abgeschiedene ,Haimatoporphyrin® zeigte 


folgendes Verhalten: 





- 
a 


} 


'S 


> ii) 


ei) 


In n/10-Kalilauge leicht lés- 
lich: 


b) Teil von Lésung ,,a mit 


Hydrazinhydrat versetzt: 


) Teil von Lésung ,,a‘ mit Py- 


ridin und Hydrazinhydrat ver- 


SCLZE? 
In 25°/,iger Salzsiure: 
in Ather: 


Atherlésung mit 25 °/, iger 
Salzsiure geschiittelt: 


' In absolutem Chloroform: 


in offizinellem Chloroform: 


In sechwach essigsiiurehaltigem 
Chloroform: 





4 streifiges alkalisches Porphyrin- 
spektrum 630,5, 576,6, 544, an- 
genihert 509; die drei ersten 
Streifen angenihert gleich stark, 
der vierte dunkler und breiter. 


Keine Andeutung des Himochromo- 
genstreifens. 


Keine Andeutung des Haimochromo- 
genstreifens, 


Porphyrin-Siiurespektrum, [. 602, 
III. 556,8. 


Spektrum mit 4 deutlichen Streiten 
auf 632, 575, 5354/,, angendhert 
501?/,. 


Ubergang in die Salzsiure. 


Schwach léslich (I. etwa 628'/,, 
Il. etwa 5734/,, ILL. etwa 538, 
IV. etwa 506), 


Leichter léslich als in absolutem 
Chloroform. 


Ebenfalls leichter léslich als in ab- 
solutem Chloroform (I. etwa 629, 
il. etwa 574, (LL. etwa 539, TV. etwa 
506). 








} 
( 
iJ 

vig 
y 
| 
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k) «) Lésung in Eisessig: Violettstichig-rote Losung. 
6) Losung in Eisessig gekocht: | Keine Braunfirbung. 


y) Lisung in Eisessig, mit | Braunfirbung, ,,Himatinspektrum* 
frischer Eisenacetat—Eis- 
essiglésung gekocht: 


d) Lésung ,,7“ mit Chloroform | , Pyridin-Himatinspektrum“ 


verdiinnt, gewaschen, Chlo- I. sechwach, angenihert 568, II. brei. 
roformlésung verdampft, der ter und dunkler, etwa 530 (beide 
braune Riickstand in Py- Streifen unscharf). 


ridin gelést: 
Zusatz eines Tropfens Hydrazin- | Starkes Himochromogenspektruu, 
hydrat zu der Pyridinlésung: I. 555 (sehr scharf begrenzt), IL. an. 
genihert 525 (viel schwicher als [ 
und unscharf). 





Umwandlung des z-Hamatoporphyroidins durch konzentrierte 
Schwefelsaure. 


Nach dem oben beschriebenen Verfahren frisch her: 
gestelltes trocknes w-Himatoporphyroidin wurde in ungefibr 
der 10fachen Menge konz. Schwefelsiure gelést, die Loésung 
noch 10 Minuten langsam in die 100fache Menge Wasser unter 
Kihlung eingetragen, nach einer Stunde der entstandene reich: 
liche Farbstoffniederschlag von der noch deutlich gefarbter 
Lésung abfiltriert und gut ausgewaschen. Er zeigte folgendes 
Verhalten. 

In n/10-Kalilauge: Leicht léslich; die klare, braunrote 
Liésung gibt ein 4streifiges Spektrum, IJ. ziemlich symmetrisch 
mit scharfem Maximum auf 626. IL, etwas unsymmetriscl. 
Mitte ungefahr 577. III. 543. IV. angenahert 507?/,. 

In 25°/,iger Salzsiure: GréBtenteils gelést, Filtra 
gibt etwas unscharfes Porphyrin-Siurespektrum I. etwi — 
6011/,, IIL. etwa 554}/,. 

In absolutem Chloroform: Der gréBere Teil gelist F 
Filtrat gibt 4streifiges Spektrum, I. schmaler scharfer Streile 
auf 621%/,, II. unsymmetrisch, Maximum violettwirts etw: 
5671/, mit Vorschatten auf ungefihr 576. III. symmetriscl. f 
etwa 5351/,, IV. angenihert 5021/,. Nach zweimaligel § 
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Waschen mit Wasser gab die Chloroformlésung dasselbe Spek- 
trum: gemessen wurde: 621'/,, 5671/,, 536, 502. (Nach dem 
Schiitteln mit dem gleichen Volumen Salzsiiure blieb der Farb- 
stoff vollstiindig im Chloroform.) Der geringe, vom Chloroform 
nicht geléste Rest gab in 25°/ iger Salzsiiure das Spektrum I. 
ungefihr 601, III. 556. 

Wurde die alkalische Lisung mit Essigsiiure angesiuert 
und mit Ather geschiittelt, so ging ein kleiner Teil des Farb- 
stofls in den Ather, der Rest schied sich in Flocken aus. Der 
Ather gab nach dreimaligem Waschen mit Wasser das Spek- 
trum |. 6231/, (schmal, scharf), Ll. unsymmetrisch, Maximum 
violettwirts etwa 569, IIL. ziemlich breit, etwas verwaschen, 
Mitte etwa 533, IV. angeniihert 500. Aus dem Ather lieB sich 
dieses Porphyrin in 25°/,ige Salzsiure iiberfithren, Spektrum I. 
598)),, IL]. 553°%/,.. Das beschriebene Verhalten des Reaktions- 
produkts aus @-Porphyroidin und konz. Schwefelsiure deutet 
darauf hin, daB ein Gemenge vorliegt. Der eine Bestandteil 
ihnelt in seinem spektroskopischen Verhalten einigermaBen 
einem porphyrinartigen Farbstoff, den wir als Begleitkérper 
des ¢-Porphyroidins oder a@-Himatoporphyrins gefunden haben 
und dessen Absorptionsstreifen in 25°/,iger Salzsiure durch- 
weg zu 598 und 593 oder 599 und 554 ermittelt wurden.?) 


Vi. 
v-Hamatoporphyrin im Vergleich mit Hamatoporphyrin-Nencki, 
Mesoporphyrin, Phylloporphyrin, Koproporphyrin (H. Fischer) 
und Uroporphyrin (H. Fischer). 

Das «-Haimatoporphyrin unterscheidet sich von Meso- 
porphyrin, Phylloporphyrin (von Willstitter) und Kopro- 
porphyrin schon durch die weit abweichende Lage der Absorp- 
tionsstreifen der Lisungen in 25 °/,iger Salzsiure (rund 9 uw!). 
Auch bei der Priifung in anderen Liésungsmitteln sowie bei 
den Spektralreaktionen der Methylester ergaben sich auffillige 
Unterschiede. 2) 


') Vgl. auch P. List, Uber Porphyrinbildung aus ,,Kohlendioxyd- 
blut', diese Zs. a. a. O. 
*) Wegen der Absorptionsspektra des Hiimatoporphyrins (N encki), 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXX XIX. 17 
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Vom Uroporphyrin unterscheidet sich das «-Hiimato. 
porphyrin einmal durch die starken Léslichkeitsunterschiede 
bei der Behandlung mit Ather, Chloroform (besonders bei 
Gegenwart von KEssigsiiure) u. a, ferner durch die sely 
stark abweichende Lage der Absorptionsstreifen alkalischey 
Lésungen (in n/10-Kalilauge, z. B. bei Str. J rund 20 su! 
und den noch recht deutlichen Unterschied bei den Liésungey 
in Salzsiure. Eigenartig ist die fast vollstiindige Uhberein. 
stimmung in der Lage der Absorptionsstreifen der stark mit 
HCl angesiuerten Chloroformlésungen von Uropor. 
phyrinmethylester und von a@-Himatoporphyrin (wie auch 
des mit Methylalkohol ,,veresterten“ «-Haimatoporphyrins (vg), 
Tabelle!) 


Vom Himatoporphyrin-Nencki unterscheidet sich das 
«-Himatoporphyrin (abgesehen von der Farbe der Loésungen 
durch die stark abweichende Lage der Absorptionsstreifen 
sowohl bei alkalischen als auch bei sauren Lésungen (Unter- 
schied fiir den Str. 1 der alkalischen Lisungen (in n/10-Kali- 
lauge) ungefahr 15 uu, der Lésungen in 25°/, HCl rund 7 wu, 
ferner durch das abweichende Verteilungsverhiltnis bei der 
Priifung mit Essigsiure—Chloroform und Salzsiure _ bzv. 
Essigsiure—Ather und Salzsiure.!) Auch die Eisenverbin- 
dung des «-Himatoporphyrins unterscheidet sich spektralana- 
lytisch auffillig von der des Haimatoporphyrins-Nencki. Be! 
gleicher Behandlung erhielt ich aus den beiden Porphyrinen 
»Himochromogene“, die im Spektrum fiir den AuBerst inten- 
siven und scharf bestimmbaren Str. I einen Ortsunterschied 
von ungefihr 4 wu aufwiesen, wihrend er bei den _,,Hiimo- 
chromogenen“ aus «-Hiimatin und der EKisenverbindung des 
«-Himatoporphyrins (iibrigens auch derjenigen des Himato- 


des Mesoporphyrins und des Phylloporphyrins von Willstitter s« 
auf meine friihere Abhandlung verwiesen [Diese Zs. Bd. 90, 8. 1 (1914, 
wegen «- und §-Phylloporphyrin von Marchlewsky s. Zitat in de 
Fufnote auf 8.35, wegen der Spektralreaktionen der Porphyrineste! 
vgl. man Diese Zs. Bd. 136, 8. 243 (1924). 


1) Genauere Angaben hieriiber in der folgenden Mitteilung. 
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»orphyroidins) nach Messungen an vielen Priparaten dieselbe 
oder nur wenig abweichende Lage aufwies (vgl. die Tabellen). 














' 

wm . . 

a Eisenverbindung des 
‘3.53 | a-Hamati | 

Sy: a-Himatin " i ; 
5 & a-Hiimato- | Himato 
a nant porphyrin- 
= ini nie Nencki 


in Pyridin kalt gelést, I. etwa 565 etwa 566* | etwa 557 








sofort gepriift II, etwa 530 etwa 530* | etwa 521 
pu ge eae PON Uaaei tin 
In Pyridin gelést und I. 396, 556,58 ** o49 


mit Hydrazinhydrat ge- (sehr stark) | (sehr stark) | (sehr stark) 


mischt, sofort geprift | IT. etwa 526 etwa 524 | 520 
(schwach) (schwach) | (schwach) 











* Bei den einzelnen Priparaten nur geringe Abweichungen. 
** Bei den einzelnen Priparaten nur geringe Abweichungen, einige 
Male wurde 555 gefunden, wiederholt 556, 557 oder 556'/,. 


Oben wurde schon angegeben, daB sich e-Himatoporphyrin 
spektralanalytisch auch vom Phylloporphyrin?) (von Willstitter) 
stark unterscheidet: Beachtenswert erscheint mir, daB von 
L. Marchlewski uud J. Robel unter der Bezeichnung 
,2-Phylloporphyrin“ ein von ihnen (aus Chlorophyll) dar- 
gestelltes Porphyrin beschrieben ist, das sich (im Gegensatz zu 
dem anderen Phylloporphyrin) bei einigen wichtigen spektro- 
skopisch-chemischen Proben dem «-Hiamatoporphyrin recht 
ibnlich verhalt. Die von Marchlewski und Robel an ihrem 
5-Phylloporphyrin festgestellten spektrometrischen Werte sind 
in ihrer Abhandlung angefiihrt, die auch die zugehérigen 
Spektrogramme enthilt.’) 


') Diese Zs. Bd. 90, S. 26 (1914). 

*) L. Marchlewski, Studien in der Chlorophyllgruppe XII; Uber 
°-Phylloporphyrin I Biochem. Zs. Bd. 39, 8.6 (1912); ferner Chlorophylle 
et pigment du sang, Bulletin de la Société de chimie Biologique, 1922, 
September/Oktober, S. 476. — Durch das freundliche Entgegenkommen 
von Herrn Prof. Marchlewski wurde mir die Méglichkeit geboten, 
ein Originalpriparat seines (schén kristallisierten) Phylloporphyrins @ mit 
dem a-Himatoporphyrin spektroskopisch zu vergleichen. Ich méchte 


dem Genannten auch an dieser Stelle fiir die Uberlassung des Pri- 


parates bestens danken. 


shag 
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Vil. 


u-Hamatoporphyrin im Vergleich mit einigen durch konz, 
Schwefelsiure aus Hamatin, Hamin und Blut dargestellte, 
Praparaten Hamatoporphyrin. 


Zu der vergleichenden Untersuchung dienten Priparate, die 
von mir nach den bekannten Vorschriften frisch hergestellt waren: 
Hoppe-Seylers Hamatoporphyrin aus trisch dargestellten, 
p-Himatin und konz. Schwefelsiure, das ,,Schwefelsiiurehimato. 
porphyrin’ aus Himin nach den Angaben von Hamsik; ein 
Praparat aus menschlichem Blut durch Eingieben in die 
20fache Raummenge konz. Schweielsiure unter Kiihlung, «ll. 
miihliches Verdiinnen mit einer groben Menge Wasser unter 
Kiihlung, Abfiltrieren und Auswaschen des farbstoffthaltigen 
Niederschlags, Ausziehen mit schwacher Kalilauge. 

Die Spektra der Liésungen in 25°/,iger Salzsiure weisen 
einige Abnlichkeit auf.) Der Ort der beiden Hauptstreifer 
war bei dem ,,Himatoporphyrin“ aus 





Blut und Schwefel- 








6-Hiimatin o-Hiimin 
siiure und Schwefelsiure und Schwefelsiiure 
. 601,3 603 603'/, 
LLL. | 556 558 | 558 





Fiir a-Himatoporphyrin sind die Werte: 602 und 55i, 
In seinem iibrigen Verhalten unterscheidet sich das «-Hiimato- 
porphyrin stark von den oben genannten. Auffillig ist z. 5. 
der Unterschied im Ort der Absorptionsstreifen bei den alka- 
lischen Lésungen. 


Lésungen in n/l0-Kalilauge. 


Nebenstehende mit konz. Schwefelsiiure hergestellten Hi- 
matoporphyrine lieben sich aus der alkalischen mit Essigsiiure 
angesiuerten Lisung nur in sehr geringer Menge in Ather iiber- 
fiihren. Von einem aus Blut und Schwefelsiure hergestellten 


*) Die Absorptionsstreifen waren weniger scharf, erschienen wenige! 
einheitlich als bei salzsauren Lisungen von «-Hiimatoporphyrin. 
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Himatoporphyrin aus 


ao - Himato- 





Blut und 6-Haimatin u. | 6-Hamin und 
Schwefelsiiure | Schwefelsiiure | Schwefelsiiure 





633 6221/, | 6231/, 
578 571 | 513%/, 

II 5431), 5401), | 544 

IV 510 506, | | 511 








Priparat lieB sich ein essigsiurehaltiger Atherauszug gewinnen, 
jer, nach dem Waschen mit Wasser noch schwach gefarbt, in 
gréBerer Schichtdicke ein Porphyrin-Atherspektrnm mit fol- 
gendem Ort der Streifen erkennen lieB: I. 624. I]. unsymme- 
trisch, Maximum violettwirts etwa auf 570, III. etwa 532°/,. 
IV. angenahert 500'/,. 

Beim Schiitteln der mit Essigsiiure angesiuerten alkalischen 
Lisung dieses Priiparates mit absolutem Chloroform ging nur 
sehr wenig Farbstoff iiber. Der Chloroformauszug war nach 
zweimaligem Waschen mit Wasser nahezu farblos und zeigte 
in 7 em Schichtdicke das Porphyrinspektrum nur eben an- 
gedeutet, Streifen I im Rot war kaum erkennbar, zur Orts- 
sestimmung zu schwach. 

Die Beschaffenheit einzelner Absorptionsspektra solcher 
mit konz. Schwefelsiiure dargestellter) Himatoporphyrine scheint 
mir die Ansicht zu stiitzen, daB diese Priaiparate nicht be- 
sonders einheitlich sind. Stirkere Unterschiede gegeniiber dem 
¢-Hiimatoporphyrin fand ich aber bei allen mit konz. Schwefel- 
siure dargestellten Himatoporphyrinen.') Auch die unter 
gleichen Versuchsbedingungen mit Methylalkohol und Salzsdure 
gewonnenen Veresterungsprodukte sowie die daraus durch Kochen 
mit Kalilauge gewonnenen Porphyrine waren deutlich ver- 
schieden. 


‘) Bei dem Versuche aus einem mit konz. Schwefelsiure aus 
Himin dargestellten Himatoporphyrin die Eisenkomplexverbindung zu 
erzeugen, erhielt ich ein wesentlich anderes Ergebnis als bei Himato- 
porphyroidin oder «-Himatoporphyrin. _Es sind zwar nur einige vor- 
liufige Versuche ausgefiihrt, doch scheint mir die Einfiihrung des Eisens 
Wenigstens nicht so glatt zu erfolgen wie bei jenem. 
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VI. 


¢-Hamatoporphyrin im Vergleich mit einem der aus Schwefel. 
hamoglobin durch Salzsdiure dargestellten Porphyrine') und den 
aus Fleisch?) und Organen gewonnenen (natiirlichen?) Porphyrin, 


Die genannten Porphyrine zeigen in ihrem allgemeine, 
Verhalten eine so weitgehende Ahnlichkeit, daB die Méglici. 
keit ihrer Identitiit nahegeriickt ist. Von einer Zusammei. 
stellung der bezeichnenden spektrometrischen Werte kann 4). 
gesehen werden, da sie schon in den vorhergehenden Abhand. 
lungen iibersichtlich angefiihrt sind.*) Wegen des Porphyrins 
aus Fleisch und Organen sei auBerdem auf eine demniichst 
erscheinende weitere Mitteilung verwiesen. Uber die chemisch 
Zusammensetzung der aus Schwefelhimoglobin*) dar. 
gesteliten reinen porphyrinartigen Farbstoffe und ihr spektral- 
analytisches Verhalten wird demnichst mein Mitarbeite 
A. Papendieck berichten. 

IX. 
«-Hamatoporphyrin im Vergleich mit einigen natiirlichen 
oder als solche aufgefa8ten Porphyrinen. 

In letzter Zeit ist iiber verschiedene sogenannte natiirliche 
Porphyrine berichtet worden, die dem «-Hiimatoporphyrin bzw. 
unserem Porphyrin aus Schwefelhiimoglobin®) recht nahe zu 
stehen scheinen. Das eine oder andere dieser natiirlichen 
Porphyrine diirfte durch die bislang dafir angegebenen 
Reaktionen von unseren kiinstlichen Porphyrinen nicht oder 
kaum zu unterscheiden sein. Das gilt z. B. fiir das Porphyrin 





) P. List, 1... 

*) O. Schumm, Diese Zs. Bd. 133, S. 308 (1924). 

8) Vgl. O. Schumm, Diese Zs. Bd. 136, S. 250, 272 (1924), dori 
die friihere Literatur. 

4) Vgl. O. Schumm, Uber Porphyrinbildung aus Blutfarbstoti 
Diese Zs. Bd. 132, S. 84 (1924); ferner P. List, Uber Porphyrinbildung 
aus Schwefelhiimoglobin, Diese Zs. Bd. 135, 8.95 (1924); A. Papen- 
dieck, Uber Porphyrine aus Blutfarbstoff, Diese Zs. Bd. 134, §. 158 
(1924). 

5) A. a. O. 
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yon Papendieck (chloroformlésliches aus Faeces Gesunder bei 
fleisch-(blut) haltiger Nahrung gewonnenes Porphyrin) und fir 
das aus bluthaltigen Bakterienkulturen gewonnene Porphyrin 
von Kimmerer-Fischer-Schneller. Die von uns veréffent- 
lichten T'abellen enthalten die zugehérigen zahlenmaBigen Be- 
lege. Die Ubereinstimmung in den Reaktionen des obigen 
.Bakterienporphyrins* und unseres Schwefelhimoglobin-Por- 
phyrins ist erstaunlich groB.') Unverkennbar ist auch die groBe 
Ahnlichkeit im allgemeinen Verhalten von Fischer-Kégls 
Qoporphyrin?) und g¢-Himatoporphyrin. Die auch zahlenmiaBig 
festgestellte auBerordentlich nahe Ubereinstimmung der Eisen- 
verbindungen von a«-Hiamatoporphyrin und Ooporphyrin bei 
der Pvridin-Hamochromogenreaktion diirfte kaum eine zufillige 
sein. Belangreich erscheint ferner die Ahnlichkeit im Spektrum 
des trockenen, als Uberzug auf Glas gepriiften Rohporphyrins 
aus Blut und des @- Porphyroidins einerseits, des von Fischer- 
Kégl von den Vogeleierschalen abgelésten rohen Farb- 
stoffs*) andererseits (vgl. die folgende Tabelle). Diese weit- 


1) Anmerkung bei der Revision. In einem mir leider erst 
heute (8. August 1924) zugiinglich gewordenen Aufsatz von Hans Fischer, 
.Farbstofie mit Pyrrolkernen’, in Oppenheimers Handbuch der Bio- 
chemie, Il. Aufl., Bd. I, S. 401, wird fiir den Ort der Streifen einer 
Lisung von Kiimmerers Porphyrin in n/10-Kalilauge angegeben: 641,2, 
582.4, 544,4, 508,7. Ein derartiges Spektrum habe ich hiiufiger an al- 
kalischen Lésungen von e«-Himatoporphyroidin beobachtet, bei denen 
die Umwandlung in «-Himatoporphyrin begonnen hatte. — Papendieck 
beobachtete an der Lésung des von ihm aus Fizes dargestellten chloro- 
formléslichen Porphyrins in n/10-Kalilauge ein Spektrum, das mit dem 
einer alkalischen Lésung von e«-Hiimatoporphyrin etwa itbereinstimmt 
‘vgl. Diese Zs. Bd. 186, S. 250 (1924)}. 

*) Da Fischer und K6g]1 die nahere Untersuchung der ,,Kierporphy- 
_ rine* in Aussicht stellen, habe ich lediglich zu einem oberflichlichen 
| Vergleich mit dem a-Hiimatoporphyrin das Porphyrin aus biaunen 
 Hithnereierschalen dargestellt. Die Abnlichkeit im allgemeinen Ver- 
halten des (rohen) Farbstoffs ist iiberraschend. Das gilt sowohl fiir 
Lisungen in Chloroform und Ather als auch in 25 °/,iger Salzsiiure (hier 
auch beziiglich des spektrophothographisch bestimmbaren scharfen Violett- 
streifens, der mit dem des a-Himatoporphyrins ungefiihr zusammenfillt). 

‘) Der von den Membranfetzen abgetrennte rohe Farbstoff, vgl. 
dieserhalb Hans Fischer u. Kégl, a.a.O. S. 244 u. 252. 
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gehende Ubereinstimmung im Spektrum der beiden Farbstoffe 
in ihrer ,,urspriinglichen“ Form erscheint um so bedeutungs. 








Absorptions- | «-Hiimato- ihieiailindiln 
streifen porphyroidin iid 
I. 642 642.1 
Il. 591 590,4 
III. 537 538,2 








voller, da ein solches Spektrum meines Wissens an einem 
anderen der in neuerer Zeit genauer untersuchten Porphyrine 
noch nicht gesehen worden ist. Eine endgiiltige Entscheidung 
iiber die Stellung dieser beiden Farbstoffe zueinander ist nicht 
moéglich, da noch keine ausreichenden chemischen Analysen 
vorliegen. 

Ubrigens weisen auch verschiedene von Mac Munn?) be- 
schriebene Lésungen seiner tierischen ,,Himatoporphyrine“ in 
ihrem spektralanalytischen Verhalten groBe Abhnlichkeit mit 
unseren Priparaten aus Blutfarbstoff auf. Das Spektrum des 
chloroformléslichen Porphyrins aus Himoglobin in stark 
ammoniakalischem Alkohol (I. 629, II. (iuBerst schwach) un- 
gefiihr 604), ILI. (unsymmetrisch) Maximum violettwiirts auf 
573,7, IV. 5381/,, V. etwa 504) stimmt offenbar nahe iiberein 
mit dem der gleichen Lésung eines Priparates aus Solecurtus 
strigillatus von Mac Munn. Ahnliche, immerhin etwas ab- 
weichende Werte berechnen sich aus den Zahlen Mac Munns 
fiir ein Praiparat aus Lumbricus terrestris. Zu einer sicheren 
Beurteilung reichen die Angaben Mac Munns jedoch nicht aus. 





1) C. A. Mae Munn, On the presence of Haematoporphyrin in the 
integument of certain invertebrates, J]. of Physiol. Vol. 7, p. 240 (1886); 
ferner: On the haematoporphyrin of solecurtus strigillatus, Jl. of Physiol. 
Vol. 8, p. 384 (1887); vgl. itibrigens H. Fischer u. 0. Schaumann, 
Uber das Porphyrin der Eisenia foetida, Diese Zs, Bd. 128, S. 162 


(1923). 
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X. 


Bemerkungen zur Darstellungsmethode des Rohporphyrins’), 
vorlaufige Fraktionierungsversuche, Gewinnung einer _,,Por- 
phyrinfraktion“ in Krystallform aus Rohporphyrin. 

(Vgl. Tafel I. und Tabelle S. 262.) 

Zur Gewinnung des Rohporphyrins habe ich im allgemeinen 
das handelsiibliche ,,reine“ Chloroform benutzt, das bekannt- 
lich einen geringen Alkoholgehalt hat. (Das in letzter Zeit 
vebrauchte Chloroform hatte z. B. einen Alkoholgehalt von 1 °/,.) 
Im iibrigen habe ich mich iiberzeugt, daB die von mir be- 
nutzten Priparate Chloroform den Anforderungen des Deutschen 
Arzmeibuches entsprachen, beachtliche Mengen von Verun- 
reinigungen demnach nicht enthielten. | 

Auf die Méglichkeit, daB der Alkoholgehalt des Chloro- 
forms die Beschaffenheit des Rohporphyrins irgendwie beein- 
fluBt, wurde schon kiirzlich hingewiesen.”?) Vergleichsunter- 
suchungen haben dann ergeben, daf die Ausbeute an Roh- 
porphyrin viel gréfer ist als bei alkoholfreiem Chloroform, 
besonders wenn man den Chloroformauszug erst nach Stunden 
abtrennt. Bei Anwendung von reinem alkoholfreiem Chloro- 
form erhielt ich im Chloroformauszug nur kleine Mengen Roh- 
porphyrin. 

Wurde zur Extraktion alkoholfreies Chloroform benutzt, so schien 


vorherige Ausschiittelung der Bl.-L. mit Ather (auch mit gewaschenem) 
die spitere Ausbeute an Rohporphyrin etwas zu steigern. 


Extraktion der Bl.-L, mit athylalkoholfreiem, aber mit 
3°), Methylalkohol versetztem Chloroform ergab giinstige Aus- 
beuten, aber Priiparate von geringerer Reinheit; da es sich 
aber nur um wenige Versuche handelt und dabei teilweise 
nicht vollkommen reiner Methylalkohol benutzt wurde, ist eine 
nochmalige genauere Priifung dieses Verfahrens notwendig. 


') Wegen der Darstellung des «-Hiimatoporphyroidins vgl. auBer 
S. 235 auch S. 240. 
*) O. Schumm und A. Papendiek, Bemerkung zu unseren Ab- 


handlungen tiber Porphyrinbildung aus Blutfarbstoff, Diese Zs, Bd. 137, 
S. 103 (1924). 
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Ich habe zur Extraktion auch Chloroform mit bedeutend 
reichlicherem Alkoholzusatz benutzt, dieses Verfahren aber 
vorliufig zuriickgestellt, weil mir schien, daB der so gewonnene 
Farbstoff weniger einheitlich war als bei Chloroform mit 
schwachem (1—2°/,) Alkoholgehalt. 


Belege. 
1, 

B1.-L. mit etwa dem doppelten Volumen Chloroform und etwa 
11,—"/, Vol. Athylalkohol gemischt, nach einiger Zeit der stark violett- 
rote Auszug abgetrennt, filtriert, mit mehreren Portionen Wasser ge. 
waschen, filtriert und verdampft. Der in n/10-KOH nur zum ge- 
ringen Teile lésliche Riickstand gibt beim Verseifen mit ungefihr 
7°/,iger Kalilauge eine braune Lésung (4streifiges ,,alkalisches Porphyrin- 
spektrum“ [Str. I etwa 633,7], mit viel Wasser verdiinnt: Str. I 6331), 
Il. breit, Mitte angenihert 582, III. etwa 541, [V. etwa 509. 

a) Teil der Lésung mit Essigsiure gefillt, Niederschlag zweimal 
auf dem Filter mit Wasser gewaschen; er lést sich, noch feucht, in 
Chloroform zum gréBeren Teile auf (I. 628 (!), Il]. Maximum violett- 
wiirts etwa 5721/,, IV. 539, V. ungefiihr 505; Str. II iuBerst schwach). 

b) Teil der Lisung mit Oxalsiurelésung angesiiuert, mit absolutem 
Chloroform geschiittelt; die stark gefirbte Chloroformlésung abgetrennt, 
viermal mit Wasser gewaschen; gibt starkes Spektrum I. 630, IIT. Maxi- 
mum violettwirts etwa 576, IV. etwa 541, V. ungefahr 507. Beim 
Schiitteln dieser Loésung mit 25 °/,iger Salzsiiure geht eine betriichtliche 
Menge Farbstoff in diese tiber; die Salzsiureschicht gibt das Por- 
phyrin-Siurespektrum mit dem Ort der Streifen I. 599(!), III. 554%), (!), 
die Chloroformschicht I. 605, Ill. 561.3) 

e) Teil der Lésung mit Oxalsiurelésung angesiuert, mit absolutem 
Ather geschiittelt, der rot gefiirbte Atherauszug dreimal gewaschen, gab 
das Spektrum: I. 631, If]. Maximum violettwiirts etwa 574,7, IV. etwa 
535,4, V. angenihert 502, H. sehr schwach, angeniihert 604,5. 1. Teil der 
Atherlisung mit 25°/,iger Salzsiiure geschiittelt, der Farbstoff geht in 
diese iiber: I. 601,4, III. 556,8; 2. Teil der Atherlésung verdampft; der 
Riickstand lést sich in n/10-Kalilauge leicht auf, die Lésung gibt ein 
nicht ganz einheitliches alkalisches Spektrum (Mischspektrum voi 
3 streifigen alkalischen a-Himatoporphyroidinspektrum und dem 4strei- 
figen typischen alkalischen Porphyrinspektrum). 

Bei Anwendung von nur 3 Volumproz. Alkohol enthaltendem Chloro- 
form wurde anscheinend noch ein ziemlich einheitliches Priparat Roh- 
porphyrin gewonnen, wie der folgende Versuch zeigt. 





1) Vgl. die Werte fiir c-Hiimatoporphyroidin und «-Himatoporphyrin 
in den zugehorigen Tabellen. 








end 


ber 
mit 
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2. 

Bl-L. mit ungefaihr 1'/, Vol. eines mit ungefihr 3 Volumproz. 
Alkohol versetzten Chloroforms geschiittelt, nach einiger Zeit der stark 
violettstichig rot gefarbte Auszug abgetrennt und ,,siurefrei gewaschen“. 

Kin gréBerer Teil des Chloroformauszuges wurde mit dem mehr- 
fachen Volumen n/10-Kalilauge ausgeschiittelt. Dabei ging eine reich- 
liche Menge Farbstoff mit gelber Farbe in die Lauge. Sie gab das 
alkalische « Hiimatoporphyroidinspektrum I. 642, IL. etwa 589,5, ILI. etwa 
536 mit sehwachem Vorschatten auf ungefihr 558.1) Wurde die Lésung 
init stiirkerer Kalilauge versetzt, einige Zeit gekocht, abgekiihlt und ge- 
priift, so zeigte sich Ubergang zu dem 4 streifigen alkalischen Spektrum 
(. 687, If. 584, IIL. 547, IV. ungefiihr 512), nach laingerem Kochen 
{, 634, IT. 580 usw. 

Kin Teil des Chloroformauszuges wurde verdampft, Teile des Riick- 
standes geprift in: 

a) 25°/, Salzsiiure: I. 602,4, IL]. 557,6, mit gleichviel Chloroform 
ceschiittelt: Farbstoff gré8tenteils in Chloroform (I. etwa 606, III. etwa 
5611/5). 

b) In Ather: ,,Atherspektrum“, I. 632,6 usw.?) 

¢) In Chloroform: ,,Chloroformspektrum“, I. 630 usw.’) 


Bedeutende Mengen porphyrinartiger Farbstoffe lassen sich 
aus der Bl-L. auch dadurch gewinnen, daB man sie mit Soda 
alkalisiert, stark mit Essigsiiure ansiuert und mit Ather extra- 
hiert (vgl. auch die erste Mitteilung. *) 

Bei einem derartigen, an einer giéBeren Menge Blut aus- 
gefiihrten Versuche wurde gewaschener, dann iiber Natrium 
destillierter Ather verwandt. Der Atherauszug (der stark das 
,Atherspektrum“ der Porphyrine gab) wurde gewaschen; er 
cab jetzt das Spektrum I. 631,7, Il. Maximum violettwirts 
etwa 575, Ill. 5386, IV. etwa 502. Die Hauptmenge dieser 
\therlésung wurde mit mehreren Portionen 25°/,iger Salz- 
sinre ausgeschiittelt, wobei ein reichlicher Ubergang von Por- 
phyrin erfolgte. 


') Mit Hydrazinhydrat gab die Lésung kein Himochromogen- 
spektrum; der mit Essigsiiure ausgefillte, dann mit Eisessig geléste 
Varbstoff gab mit Eisenacetat (in der mehrfach beschriebenen Weise 
behandelt) eine Eisenverbindung, die mif Pyridin und Hydrazinhydrat ein 
intensives Hiimochromogenspektrum lieferte (I. 5561, II. ungefiihr 526). 

*) Vel. die fritheren Tabellen. 

*) Diese Zs. Bd, 132, S. 34 (1924). 
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Die vereinigten Salzsiureausziige wurden wiederholt mit 
alkoholfreiem Chloroform ausgeschiittelt, wobei die Haupt. 
menge Farbstoff in das Chloroform ging. Die das _,,Rest. 
porphyrin“ enthaltende Salzsiure gab das Porphyrin-Siure- 
spektrum J. 598, IJ. 554. Der Ort der Streifen blieb auch 
bei starkem Verdiinnen der Lésung mit 25°/,iger Salzsiure 
der gleiche, er weicht stark ab von dem des in das Chloro- 
form iibergegangenen Farbstoffs. Aus der Salzsiurelésung 
wurde durch Zufiigen von geniigend Natriumacetat und Schiitteln 
mit Ather der Farbstoff in Ather iibergefiihrt. Die stark rot 
gefarbte Atherlésung gab das ,,Atherspektrum“ der Porphyrine 
mit dem Ort der Streifen I. 628, IJ. unsymmetrisch, Maximum 
violettwarts etwa 592, III. etwa 5331/,, IV. etwa 500, also 
ebenfalls deutlich abweichend von dem leicht in Chloroform 
iibergehenden Farbstoff. 

Die farbstotfreiche Chloroformlésung wurde durch 
Waschen entsiuert (Spektrum I. 6301/,, II. etwa 574, ILI. 5407), 
IV. angenithert 507) und verdampit. ‘eile des Riickstandes 
wurden in folgender Weise gepriitt: 

1. In Ather: léslich, im Spektrum 4 Hauptstreifen, 632!,, 
angendhert 576, 5351/,, 502)),. 

2. In offizinellem Chloroform?): im Spektrum 4 Haupt- 
streifen, etwa 630, 574, 5401/,, 5061/,. 

3. In 25°/,iger Salzsiure: léslich, im Spektrum 2 Haupt 
streifen, I. 602,7, LI. 557,6. 

4. In n/10-Kalilauge gréBtenteils léslich, im Spektrum 
drei stirkere Streifen auf 642,7, 591,7, 538,7, und ein Vor- 
schatten (violettwirts nicht deutlich abgegrenzter Schatten 
angenihert auf 565. 

In einem Versuche wurde eine gréBere Menge BI.-L. mit 
dem gleichen Volumen gewaschenen, danach iiber Na destil- 
lierten reinen Athers gemischt®), der Ather abgetrennt und die 
salzsaure Masse noch mehrfach mit Ather extrahiert. Nac 
der Abtrennung des Athers wurde mit dem gleichen Volumen 





1) In alkoholfreiem Chloroform schwerer ldéslich. 
2) Beim Arbeiten in gréBerem Umfange ist Vorsicht geboten, 
starke Erwiirmung eintritt. 
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offizinellen (also schwach alkoholhaltigen) Chloroforms durch- 
geschiittelt, das Chloroform nach einigen Stunden abgetrennt, 
(= Auszug I), erneut mit Chloroform geschiittelt, dieses am 
nichsten Morgen abgetrennt (= Auszug IJ) und so noch zwei 
weitere Chloroformausziige hergestellt. Jeder Auszug wurde 
fir sich verarbeitet, zunichst mit Wasser entsduert, durch 
Filtrieren geklart und eingedampft. Jeder Riickstand wurde 
in wenig Chloroform gelést, die Lésungen filtriert und in 
Porzellanschalen eingedampft (= Fraktion I—IYV). 

Die verschiedenen Fraktionen zeigten das in der Tabelle 
S.44—47 beschriebene Verhalten. 

Der in der Tabelle beschriebene krystallisierte Teil der 
Fraktion IL verhilt sich hinsichtlich seiner auBerordentlichen 
Schwerléslichkeit in kalter n/10-Kalilauge und Wasser etwa 
wie das Veresterungsprodukt des a-Himatoporphyroidins 
oder «-Himatoporphyrins, in verschiedenen Lisungen aber 
spektralanalytisch wie jene selbst. Ob eine einheitliche Ver- 
bindung des «-Himatoporphyrins (Athylester?) vorliegt, muB 
die weitere Untersuchung ergeben.?) 


Uber die chemische Analyse des «-Hamatoporphyroidins, des 
e-Himatoporphyrins und der Ester, die Metallverbindungen 
und andere Umwandlungsprodukte soll in einer folgenden Mit- 
teilung berichtet werden. 


XI. 
Uber Porphyrinbildung aus ,,Kohlendioxydblut“. 


Wie P. List?) gefunden hat, lassen sich aus Blutkérperchen 
vom Pferde, wie auch aus krystallisiertem Oxyhimoglobin aus 
Pferdeblut, durch Behandlung mit viel Kohlendioxyd und danach 
mit Salzsiiure bei gewdhnlicher Temperatur porphyrinartige 
Farbstofle gewinnen, die in ihren spektroskopisch-chemischen 
Reaktionen dem e-Himatoporphyroidin bzw. «-Himatoporphyrin 

') Mein Mitarbeiter, A. Papendieck, hat krystallisierte Vereste- 
rungsprodukte aus dem aus Schwefelhimoglobin dargestellten 
»Porphyrin“ erhalten; ich erhielt erneut krystallisierte Kérper bei der 


_ Aufarbeitung des ,»,Rohporphyrins“. 


*) Diese Zs., a. a. O. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXIX. 





268 O. Schumm, 


sehr dhnlich sind, z. T. damit iibereinstimmen. Da Herr List 
sich aus wirtschaftlichen Griinden leider genétigt sah, die wissen- 
schaftliche Tatigkeit aufzugeben, habe ich mit der Weiter. 
fihrung der Untersuchung begonnen. Ich habe erst eine kleine 
Zahl von Priparaten auf diesem Wege dargestellt und be. 
schrinke mich deshalb zuniichst auf die folgenden Angaben. 

Wird durch Blut oder Blutkérperchenbrei vom Pferde 
geniigend lange CO, geleitet und danach sogleich ein grofer 
UberschuB von Salzsiiure!) hinzugemischt, so erfolgt sehr reich- 
liche Porphyrinbildung. Durch Behandeln der .,B1.-L.« mit 
offizinellem Chloroform?) lassen sich bedeutende Mengen von 
»Porphyrin“ gewinnen. Die Beschaffenheit des Rohporphyrins 
richtet sich nach den naheren Versuchsbedingungen. Im ersten, 
etwa 1—2 Stunden nach Hinzumischung des Chloroforms ab. 
getrennten Chloroformauszug habe ich in einigen Versuchen 
reichliche Mengen eines porphyrinartigen Farbstoffs gefunden, 
der in seinen chemisch-spektroskopischen Reaktionen die Kigen- 
schaften des «-Himatoporphyroidins aufwies. Die Abscheidung 
des Farbstoffs erfolgte durch Ausschiitteln des HCl-haltigen 
Chloroformauszuges mit ungefihr 1°/,iger Kalilauge, Ausfillen 
des abgetrennten und filtrierten alkalischen Auszuges mit 
Essigsiiure und Waschen des abfiltrierten Niederschlags mit 
Wasser. Der Farbstoff lieB sich 1. gleich dem a@-Hamatoporphy- 
roidin in die Kisenverbindung iberfiithren (Lésung in Pyridin: 
2 Streifen auf ungefihr 5691/, und 533'/,, nach Zusatz vou 
Hydrazinhydrat intensives Himochromogenspektrum, Streifen |. 
auf 556,8, Il. angenahert 5261/,), 2. durch 15 Min. lange: 
Kochen mit etwa 3°/,iger Kalilauge in ein ,,Haimatoporphyrin‘, 
das in n/10-Kalilauge gelést ein 4streifiges Spektrum, (I. etwa 
632, IL. etwa 579, IJ. etwa 5451/,, IV. angenihert 5097), 
und in 25°/,iger Salzsiure das Porphyrin-Saurespektrum mit 
dem Ort der Streifen I. etwa 602,8, IIL etwa 557,8 gab. Die 
aus diesem ,,Himatoporphyrin“ dargestellte Eisenverbindung 
gab nach der Uberfiihrung in das Pyridinhimochromogen, 





1) Ich benutzte meistens rauchende Salzsiure. 


2) Ebenfalls natiirlich nach der Essigsdiure-Ather-Extraktionsmethode. 
vgl. P. List. 
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dessen Spektrum mit dem Ort der Streifen I. 557, I. ungefahr 
526, also titbereinstimmend mit den fiir das ,,Himochromogen“ 
des Primirprodukts gefundenen Werten. 

Die spateren, d. h. bei der wiederholten Extraktion der 
.,BL.-L.* mit Chloroform gewonnenen, erst nach lingerem, teils 
itigigem Stehen abgetrennten Chloroformausziigen lieferten 
im Kaliauszug bedeutend weniger Farbstoff, es verblieb sehr 
viel Farbstoff im Chloroform; dessen Aufarbeitung ergab, daB 
der Farbstoff nicht einheitlich war, sondern wahrscheinlich 
aus einem Gemenge zweier porphyrinartiger Farbstoffe bestand. 
(Im Spektrum seiner itherischen Lésung lieB der Streifen I. 
zwei sich teilweise itiberdeckende Maxima erkennen, a) auf 
6317/,, b) auf etwa 626.) 

Ein Versuch mit Rinderblutkérperchen, die wesentlich 
kiirzere Zeit mit Kohlendioxyd behandelt worden waren, ergab 
bei der Behandlung mit Salzsiure ein Gemenge aus Porphyrin 
und Haimatin. 

Uber die aus dem Kohlendioxyd-Blut gebildeten Farbstoffe 
soll in einer spiiteren Mitteilung genauer berichtet werden. 


XII. 


Zusammenfassung. 
i 


Es werden mitgeteilt: 1. Verfahren zur chemischen Dar- 
stellung eines chloroformléslichen Rohporphyrins aus Blut, 
eines ,.primaren“ porphyrinartigen Abbauproduktes (,,¢-Hamato- 
porphyroidin“) des Hiimoglobins und des aus jenem Abbau- 
produkt gewinnbaren «-Himatoporphyrins; 2. die wichtigeren 
Reaktionen nebst den zugehérigen spektrometrischen Werten 
zur (Auffindung und) Unterscheidung der genannten porphyrin- 
artigen Farbstoffe von Koproporphyrin, Uroporphyrin, Meso- 
porphyrin, ,, Haimatoporphyrin-Nencki“, Himatoporphyrin-Hoppe- 
Seyler und dem Schwefelsiurehimatoporphyrin von Hamsik. 














wes 
res 


wa 


Die 
ang 


e II. 






Ks wird gezeigt, daB das hier beschriebene, aus Blut dar- 
gestellte «-Himatoporphyrin (zum Teil auch das zugehérige 
18* 


ode. 
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Primarprodukt und Rohporphyrin) auBerordentlich dhnlich ist 
1. folgenden neuerdings genauer beschriebenen natiirlichen oder 
als solche aufgefaBten Porphyrinen: dem _,,chloroformléslichen‘ 
Porphyrin von Papendieck (aus Faeces Gesunder bei blut- 
haltiger Nahrung’, dem Porphyrin von Kimmerer-Fischer. 
Schneller (aus bluthaltigen Bakterienkulturen) und dem 
Ooporphyrin von Fischer-Kégl; 2. einem vom Verfasser in 
kiihl aufbewahrtem Fleisch und Organen von Siugetieren (in 
geringer Menge) gefundenen chloroformléslichen ,,Porphyrin‘ 
und einem vom Verfassef und seinen Mitarbeitern aus Schwefel- 
himoglobin und ,,CO,-Himoglobin“ auf rein chemischem Wege 
durch Aufspaltung mit Salzsiure u. a. dargestellten porphyrin- 
artigen Farbstoffe. Die bislang am e@-Himatoporphyrin fest- 
gestellten Eigenschaften und Merkmale lassen noch nicht er- 
kennen, ob es sich von den unter ,,II. 1)“ aufgezihlten Por- 
phyrinen durch einfache Reaktionen mit Sicherheit unter- 
scheiden lassen wird. 


Il. 

Bei der Aufarbeitung hamoglobinhaltigen tierischen oder 
anderen Sihnlichen Materials zur Gewinnung darin vorhandener 
oder vermuteter natiirlicher Porphyrine ist mit der Méglichkeit 
zu rechnen, daB unter Umstanden wenigstens in kleiner Menge 
aus vorhandenem Himoglobin oder Schwefelhimoglobin durch 
(selbst kurzdauernde) Saiureeinwirkung chloroformlésliches oder 
in essigsiiurehaltigem Ather lésliches Porphyrin entstanden 
sein kann, das sich selbst bei geringen Mengen wohl vou 
freiem Uroporphyrin, je nach Lage des Falles mehr oder 
weniger sicher auch von Koproporphyrin, dagegen von dei 
unter II. anfgefiihrten natiirlichen und thnlichen Porphyrinen 
wenigstens mit den jetzt verfiigbaren einfacheren Reaktionen 
nicht unterscheiden liBt. 








Spektrum 1. 
9 
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Erklarung der Spektraltafel.) 


«-Hamatoporphyroidin in Chloroform. 
a-Himatoporphyroidin in Chloroform mit der gleichen Raum- 
menge 25 °/, iger Salzsiiure geschiittelt, Spektrum der Chloro- 
formschicht. 

«-Himatoporphyroidin in 25°/,iger Salzsiure. 
«-Himatoporphyroidin in Ather. 

a-Himatoporphyroidin in n/10-Kalilauge. 
«-Himatoporphyrin in n/10-Kalilauge. 

Kisenverbindung des «-Hiimatoporphyroidins in Pyridin; 
Dieselbe Lésung nach Zusatz von etwa 1 bis 2 °/, Hydrazin- 
hydrat. (Die gleiche Konzentration und Schicht- 
dicke wie bei 7!) 


) Vom Verfasser nach Beobachtungen mit dem Gitterspektrometer 
an frischen Priiparaten gezeichnet. 





“Uber die Einwirkung von lebender Hefe auf Milchsaure, 
Von 
Karl Myrbiick und Berit Everitt. 


Mit 1 Figur im Text. 





(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockhoim.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Juni 1924.) 


Durch Untersuchungen von Meyerhof!) und anderen 
tritt die zentrale Stellung der Milchsiure beim Auf- und 
Abbau der Kohlenhydrate im Muskel zutage. Daf die Bildung 
von Milchsiure aus Kohlenhydraten und umgekehrt, iibe: 
Kohlenhydratphosphorsiiureester verliuft, ist von Embden und 
Meyerhof?) iuBerst wahrscheinlich gemacht worden. 

Die Rolle der Milchsiure bei dem Abbau der Kohlen- 
hydrate durch Hefe ist seit langer Zeit umstritten. DaB grote 
Mengen von Milchsiiure von lebender Hefe oxydativ zerstiri 
werden kénnen, haben O. Fiirth und F. Lieben*) gezeigt. 
Beziiglich der ilteren Literatur iiber die Einwirkung von 
Mikroorganismen auf Milchsiure kénnen wir auf die erste 
Abhandlung von Fiirth und Lieben verweisen.*) Durch ein 
iuBerst interessantes, sehr umfangreiches Versuchsmaterial 
gestiitzt, ziehen die Autoren die Schluf8folgerungen: 

Milchséure (als Alkalisalz) wird von Hefe schnell zerstirt, 
wenn man fiir gute Liftung sorgt. (Mit einer besonderen 
Vorrichtung, ,Schiittelkolben“, erreichen sie eine sehr innige 


1) Siehe z. B. Meyerhoff, Ergebnisse d. Physiol. Bd. XXII. 
S. 328 (1928). 

2) Siehe z. B. Embden u. Laquer, Diese Zs. Bd. 93, 8. 94 (1914). 

3) Biochem. Zs. Bd. 128, 8. 144 (1922); Bd. 132, 8. 165 (1922). 
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Berithrung von Hefe und Sauerstoff). Die verschwundene 

Milchsiiure wird nicht total verbrannt. (Die gebildete Menge 
CO, entspricht hiéchstens der Hialfte der Milchsiure), sie wird 
auch nicht in leicht hydrolysierbares Kohlenhydrat verwandelt. 
Kine Bildung von -Oxybuttersiure findet nicht statt, auch 
werden nur unbedeutende Mengen itherléslicher Sauren ge- 
bildet. Acetaldehyd oder kohlenstoffhaltige Gase (andere als 
CO,) werden nicht abgegeben. 

Die Trockensubstanz der Zellen nimmt zu, und zwar ent- 
spricht die Zunahme der verschwundenen, nicht verbrannten 
Milchsiure. Zusammenfassend sagen die Verfasser, dab es 
sich um Aufbau von ,Hefenleibessubstanz“ handelt, und zwar 
nicht von Fett und Glykogen, sondern méglicherweise von 
schwer hydrolysierbarem Kohlenhydrat oder EiweiB. 

Wie anfangs erwihnt ist, spielt beim Kohlenhydrataufbau 
im Muskel die Phosphorsiiure eine sehr hervorragende Rolle. 
Die Versuche von Firth und Lieben sind ohne besonderem 
Phosphatzusatz angestellt und erlauben also keinen SchluB 

_ tiber eine eventuelle Mitwirkung der Phosphorsiure. Eine 
solche ist also keineswegs ausgeschlossen, denn die Hefe ent- 
hilt ja immer betrichtliche Mengen Phosphat, nur ist nicht 

_ zu erwarten, dab etwa gebildete Phosphorverbindungen isoliert 

_ werden kénnen. Unsere unten erwaihnten Versuche sind unter 

_ Phosphatzusatz ausgefiihrt, teils weil sich dann méglicherweise 
ee Bildung von Phosphorestern bemerkbar machen konnte, 

| teils damit die Aciditit der Lésung mit gréBerer Genauigkeit 
| angegeben werden kann. Indessen diirfte der Aciditit (inner- 

_ halb des in Betracht kommenden Gebietes, p,, = 4—7) keine 

_ besonders groBe Bedeutung zukommen, denn wenigstens die 

 alkoholische Girung ist in diesem Gebiete so ziemlich von der 

Aciditit unabhingig.') 

Ks konnte erwartet werden, daB beim Vorhandensein von 

| srOBeren Mengen Phosphorsiure (als Alkalisalz) eine An- 
| hiufung des etwa gebildeten organischen Phosphats oder eines 


ee, 





: *) Euler u. Heintze, Sv. Vet. Akad. Arkiv fir kemi usw. Bd. 7, 
B Nr. 21 (1917). 
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Kohlenhydrats eintrite. Das hypothetische Phosphat wiirde 
dann wahrscheinlich einen Kohlenhydratphosphorsaureester 
darstellen, analog dem bei der alkoholischen Garung und be; 
der Milchsiurezerstérung im Muskel gebildeten, d. h. der 
Kohlenhydratgehalt der Hefe, nach vollstindiger Hydrolyse 
bestimmt, wiirde beim Schwinden der Miulchsiure steigen, 
Diesem Gedankengang folgend, haben wir einige Versuche 
ausgefihrt. 
I. 
Versuchsanordnung: 
Es wurden gemischt: 
30 ecm 10°/, Phosphatmischung (p,, elektrometrisch gemessen), 


15 bzw. 380 eem n-Kaliumlactat. 
Wasser zu 150 eem. 





Die Lésung enthilt also 0,1 oder 0,2 Mol Milchsiure und 
2°/, Phosphat. 

Dazu wurden verschiedene Mengen frischer, obergiriger 
Hetfe gegeben. (Hefe R aus Stockholms Norra Jistfabrik.) 

Die Mischung wurde in einen hohen Zylinder gefillt, der 
in einem Thermostaten von 30° eingesenkt war. Sauerstoti 
wurde aus der Bombe durch ein bis zum Boden reichendes 
Rohr eingeleitet, so daB die Hefensuspension wiihrend der 
ganzen Versuchszeit kriftig durchgeriihrt wurde. 

Die Milchsiurebestimmungen wurden zuerst nach Més- 
linger’) ausgefiihrt, spiter nach einem von Hrn. Prof.G. Embden 
giitigst mitgeteilten Verfahren. Dieses, nach welchem alle 
unten mitgeteilten Versuche ausgefiihrt sind, ist von Embden 
und Mitarbeitern fiir die Analyse von Muskelsaft ausgearbeitet, 
und besteht darin, daB zuerst mit HCl und HgCl, das Kiweib 
nach Schenck entfernt wird. Nach Entfernung der Koble- 
hydrate wird mit Schwefelsiure versetzt und nach Fiirth und 
Charnass?’) die Milchsiure mit Permanganat zu Acetaldehyd 
oxydiert. Der Aldehyd wird in Bisulfit aufgenommen, und durch 
Jodtitration bestimmt. Die Milchsiurewerte sind unkorrigiert 
angegeben. 


4) Abderhaldens Handbuch, 1. Aufl., Bd. 2, S. 30. 
*} Biochem. Zs. Bd. 26, S. 199 (1910). 
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Das Kohlenhydrat wurde folgendermafen bestimmt. Eine 
abgemessene Menge der Hefensuspension wurde mit Salzsiure 
zu 3,5°/, versetzt. Simtliche Proben von einer Versuchsreihe 
wurden dann parallel unter RiickfluB im kochenden Wasser- 
bade 6 Stunden gehalten. Dann wurde filtriert, neutralisiert, 
und die Reduktion nach Bertrand bestimmt. Der Kohlen- 
hydratgehalt ist als Glucose berechnet. 


Il. 

Verhalten der Milchséure. Es sei sofort mitgeteilt, 
daB unsere Ergebnisse in voller Ubereinstimmung mit denen 
yon Fiirth und Lieben stehen: 

A. Auf die gewoéhnliche alkoholische Garung von Zucker 
durch Trockenhefe hat ein Zusatz von Lactat keinen KinfluB.}) 


Beispiel: 
0,2 g Trockenhefe 
0,1 g Glucose 
_2,5°/, Phosphat, py = 6,5 


2 ecm Volumen. 





Zeit Minuten 


15 | | 30 | 43 | 60 | 90 120 210 


Kolben 1. Ohne Susi ae oa cem 1,0/4,517,5| halea 180 


2. 0,25 ecm n-K-Lactat. CO, 43,5 9 | 7 0/8, 8 | i102 | | (122) 135 | | 180 











Aus den Kurven der Figur sehen wir, da8® die Girungs- 
geschwindigkeit in beiden Fallen dieselbe ist. Im Versuche 
mit Lactatzusatz beginnt zwar die Girung etwas friiher, aber 
die Schnelligkeit der Kohlensiureentwicklung ist nicht ver- 
ordBert. 


Es ist dies ein Punkt von allgemeiner Bedeutung. Viele Kérper 
der verschiedensten Klassen zeigen diese Wirkung, ohne wirkliche 
Aktivierung der Giirung herbeizufiihren. Es scheint, als wiire die 
Wirkung z. T. mehr physikalischer Art, denn eine andere Erklirung ist 
oft, z. B. bei einigen Versuchen von Neuberg und M. Sandberg?) 


’) Siehe Euler u. Westling, Erscheint demnichst, Diese Zs. Bd. 140, 
S. 164 (1924). 
2) Biochem. Zs. Bd. 126, S. 153 (1921/22). 
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nicht méglich. Es muS betont werden, daB die Nichtberiicksichtigun, 
dieser ,,Initiatorwirkung“ leicht zu fehlerhaften Annahmen von ,,Giirungs. 
Katalysatoren“ fithren kann. 


18 ~~ 1 —. a 
ccm CO, | | | Pa 
16 | | 








a a a oo al 






































Ta is ie ; | | 
9 | { i j 

\ ‘ ! H 
/ j L i i ! | | 


y 
O 30 69 S30 720 150 180 210Min 








Die optimale Aciditaét der Trockenhefegiirung ') ist p,, = 6,9. 
Bei Versuchen in saureren Lisungen konnte man zuerst eine 
Beschleunigung durch Lactatzusatz beobachten. Es zeigte 
sich, daB diese dadurch verursacht war, daB die Aciditit 
gegen das Optimum verschoben worden war. 

B. EinfluB der Milchsiure auf die alkoholische 
Girung durch lebende Hefe. Hier legen die Verhiiltnisse 
anders, indem von einer Verschiebung der Aciditit, die zu schein- 
baren Aktivierungen oder Hemmungen fiihren kénnte, keine 
Rede sein kann. Kleine Aktivierungen der lebenden Hefe durcli 
Lactat beobachteten zuerst Euler und Cassel.*) Eine deut- 
liche, wenn auch nicht groBe Beschleunigung der Girung ist 
auch bei unseren Versuchen eingetreten. Die Ursache dieser 
Aktivierungen ist nicht klar. Sie treten stirker bei Zusatz 
von Formiaten ein, und in hohem Grade durch unbekannte 
Substanzen in Hefenkochsaft. 


1) Euler und Myrbick, Diese Zs, Bd. 131, 8. 179 (1923). 
*) Euler und Cassel, Diese Zs. Bd. 86, 8. 122 (1913). 
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Beispiel: 





Zeit Zusatz von Milchsiiure als Lactat 
Stunden{j 4, © 3 


ohne 01g | 0,3 ¢ 


0,5 29 ecem CO, | 32cem) 31 cem 
1,0 of 67 66 

15 8: 104 106 

20 Fil: 137 141 

25 {1 


4. 167 L76 





C. Mit Trockenhefe ohne Liiftung tritt kaum eine Zer- 
stirung von Milchsiure ein, auch nicht wenn durch Glucose- 
zusatz fiir eine kraftige Gairung gesorgt wird. 

Beispiel : 





Stunden g Milchsiure 
Zeit 





Mit Glucose Ohne Glucose 


0,46 
0,46 
0,45 
0,52 





Durch Liiftung wird die Michsiurezerstérung nicht wesent- 
lich gréBer. (Vel. Fiirth und Lieben iiber Acetondauerhefte.) 

D. Mit frischer Hefe tritt ohne Liiftung nur ein un- 
bedeutendes Schwinden von Milchsiure ein, wahrscheinlich 
unter Verbrauch des in Wasser gelésten Sauerstofts. 


Beispiel: 





Stunden mg Milchsiiure 
Zeit in 2,5 eem Mischung 





(0) 
4 
5 





Aus der Mischung von Hefe und Lactat tritt keine 
\ohlensiiture aus. (Diese Hefe zeigt beinahe keine Selbst- 
girung.) 

K. Unter Sauerstoifliiftung findet ein rapides Schwinden 
der Milchsiure statt. 
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Beispiel 1. Schwache Liiftung. 





Zeit mg Milchsiure 
0 20,4 
4 14,8 
. 11,6 
24 8,6 





Beispiel 2. Sehr kriftige Liiftung. 





Zeit mg Milchsiiure 
0 40) 

10,5 25 

30 0,5 





F. Kohlenhydratgehalt der Hefe wihrend der 
Lactatbehandlung. . 

Bei diesen Versuchen sind unsere Resultate nicht ganz 
eindeutig. Mehrere Versuche haben ein vollstiindiges Ver- 
schwinden der zugesetzten Milchsiure ergeben, aber keine 
Zunahme des Kohlenhydratgehaltes. 


Beispiel: (10 g Hefe.) 





Zeit g Milchsiiure e¢ Kohlenhydrat (nach der 
Stunden in der Lésung Reduktion beurteilt) 
0 2,1 0,675 
4 wd 0,668 
8 1,9 0,655 
12 a 0,655 
24 0,1 0,668 
39 dom 0,662 








In anderen Fallen haben wir dagegen ein erhebliche: 
Ansteigen der Reduktionsfaihigkeit des Hydrolysats beobachtev 
kénnen. Der ungleiche Ausfall der Versuche beruht wohl 
auf der verschiedenen Intensitit der Liiftung. Wir fihren 
einige der vielen Versuchsreihen an. 
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Versuch 1: 
3g Hefe 


0,1 n-Lactat 
Pu =~ 4,5. 





Zeit g Milchsiiure g Zucker 
Stunden in der Lésung in der Lésung 





1,22 0,123 
1,04 — 

0,86 0,170 
0,61 0,209 
0,51 0,180 








Wir sehen also, daf wihrend die Milchsaure verschwindet, 
die Reduktionsfihigkeit des Hydrolysats anfangs steigt, dann 
wieder kleiner wird. 


Versuch 2: 
3g Hefe 
Pu = 4,8. 





Zeit 


0,1 n-Milchsiure 0,2 n-Milchsanre 
Stunden | Milchsiure | g Zucker | g Milchsiiure g Zucker 





1,21 |  Q,117 2,41 0,114 
0,90 0,141 1,64 0,141 

24 0,58 0,178 1,14 0,181 

48 0,18 0,205 0,97 0,207 
Obgleich in dem letzten Falle viel mehr Milchséure zer- 
-stirt worden ist, ist der Kohlenhydratgehalt in beiden Ver- 
suchen in etwa demselben Grade gestiegen. 








| 


Versuch 3: 
3g Hefe 
Pu = 4,8. 





Kaliumacetat Natriumlactat 





g Milchsiure g Zucker |g Milchsiure g Gucker 


1,20 0,142 1,19 | 0,142 
0,71 0,201 0,80 | 0,150 
0,45 0,178 0,59 | 0,152 








In beiden Fallen schwindet die Milchsiure rasch, aber 
‘tv im Falle von Kaliumlactat ist der Kohlenhydratgehalt 
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erheblich vergréBert worden. Dies kann wohl kaum mit de 
Anwesenheit von einer gréBeren Menge K zusammenhiingey 
sondern die Ursache diirfte Verschiedenheit in der Liiftung 
oder méglicherweise im p,, sein. 


Versuch 4: 
0,2 n-Milchsiure 





10 g Hefe 
Pu = 9 
Zeit g Milchsiiure g Zucker 
0 8.40 O72 
6 on 0,74 
10,5 1,50 1.01 
21 - 1,24 
30 0,3 1,17 
48 _ 1,11 








Auch in diesem Falle haben wir die Bildung von Zucker 
beobachten kénnen. Aber wie wir schon hervorgehoben haber, 
ist die Zuckerbildung ebenso oft ausgeblieben. 

Bei einem so komplizierten Vorgang wie dem ,,Aufbau 
von Hefeleibessubstanz* miissen natiirlich die Versuch. 
bedingungen sehr genau festgestellt werden, und obgleich die 
oben besprochenen Versuche in hohem Grade _ vorliutige 
Charakters sind, haben wir sie mitgeteilt, um einen Beitrag 
zur Kenntnis dieses hochinteressanten Vorgangs zu lieteru 
Die Entdeckung von Fiirth und Lieben, daB Milchsiure 
oxydativ von lebender Hefe verwertet wird, ist dure! 
die hier mitgeteilten Versuche vollig bestatigt worden. 
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Garungs-Co-Enzym (Co-Zymase) der Hefe. VI. 


Weitere Isolierungsversuche. 
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Allgemeine Bemerkungen ther die Rolle ro ‘illiaaiiee ee 
ee ee eee eee ee 


1. Sorption an Tonerde. 

In unserer II]. Mitteilung iiber Co-Zymase') haben wir 
lestgestellt, daB diese von Tonerdehydrat in saurer Lisung 
nicht, in alkalischer (p,, = etwa 10) dagegen glatt adsorbiert 
wird. Es wurde weiter gefunden, daB das Adsorbat volle 
Aktivitit besaB, und daB die Co-Zymase merkwiirdigerweise 
von Sauren nicht eluiert wurde. Da dieses Ergebnis sehr 
elgentiimlich erscheint, haben wir die Versuche wiederholt, 
und leancteen auch eine Elution mit Baryt versucht. Wie 


') Diese Zs. Bd. 186, S. 107 (1924). 
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unten gezeigt werden soll, wird die Co-Zymase aus den mij 
den komplexen Wolframsiuren erzeugten Niederschligen durch 
Baryt verdriingt, und es wiire denkbar, daB durch eine (ober. 
flichliche) Bildung von Ba-Aluminat, oder eine Sorption de 
Base an den Ampholyten, die Co-Zymase in Loésung gesetz 
werden konnte. 

Zu 100 ccm einer mit Blei behandelten Co-Zymaselisung 
wurde eine zur vollstindigen Sorption nicht ausreichende Menge 
Tonerdehydrat gesetzt. Die Aktivitét von 1 ccm dieser Mischung 
wurde gepriift (Versuch 1). Dann wurde NaOH bis zur Blau. 
firbung von Thymolphthalein zugesetzt. Nach 1/, stiindiger Sorp- 
tion wurde wieder 1 ccm gepriift (2). Die Aktivitit war kaun 
vermindert. Die Mischung wurde zentrifugiert und die klare 
Lésung gepriift (1 ccm, Versuch 3). Es waren 50°/, sorbiert 
Das Hydrat wurde in 50 ccm Wasser aufgeschlimmt und nit 
1 ccm wurde ein Girungsversuch angestellt (Versuch 4). Die 
Suspension besaB die berechnete Aktivitat. Kin Teil davon 
wurde mit Salzsiiure (p,, etwa 3) 1/, Stunde geschiittelt. Die 
filtrierte Loésung enthielt keine Co-Zymase (Versuch 5). Hu 
anderer Teil wurde mit Baryt (p,, etwa 9) }/, Stunde geschiittelt 
Die Suspension besaB noch die gleiche Aktivitét (Versuch 6) 
d. h. die Co-Zymase war durch die alkalische Reaktion nicki 
geschidigt worden. Die filtrierte Liésung hatte aber kee 
Aktivitit (Versuch 7). Versuch 8, ohne Co-Zymasezusatz, zeigt. 
daB die Hefe selbst keine Co-Zymase enthielt. 


Tabelle 1. 








Xr. Minuten “ss 
35 45 60 90 
1 4,5 5,6 6,2 7,0 eem CO, 
2 3,5 | 4,3 5,0 5,8 
8 2.0 27 3,2 4.0 
4 4.5 5.6 6,3 7,0 
5 0,0 0,0 | 0,0 0,6 
6 4,5 | 5,6 6,3 7,0 
r 0,0 0,0 0.0 0,0 
8 0.0 0,0 0.0 0,0 eem CO, 








Girungs-Co-Enzym (Co-Zymase) der Hefe. Vi. 


2. Bleifallung. 


Nach den Angaben von Harden!) kann man in den 
‘Hlefenextrakten mit Bleiacetat einen Niederschlag erzeugen, 
‘ohne daB die Co-Zymase dabei mitgerissen wird. In der 
Jil. Mitteilung haben wir das Verhalten der Co-Zymase gegen 
‘Bleisalze studiert, und dabei gefunden, daB das Co-Enzym 
‘auch unter Umstiinden gefallt werden kann, und daB man 
‘durch fraktionierte Fallung mit Blei bei verschiedener Aciditit 
reine erste Reinigung der Co-Zymase erzielen kann. 

A. Ein Kochsaft aus frischer, obergiiriger Hefe wurde mit 
' Bleiacetat im UberschuB gefallt. Aus dem Filtrat wurde das 
Blei mit H,S entfernt. Nach Filtration von PbS wurde im 
'Vakuum eingeengt. Dabei wurde eine 15,5°/,ige Lisung 15a 
‘erhalten. Es wurden verschiedene Mengen davon zur Garung 
; genommen. (Uber die Zusammensetzung der giirenden Mischung 
‘siehe Diese Zs. Bd. 136, S. 110 (1924)). 


Tabelle 2. 


| }s[4¢[5][e6][z][s]» 
Co-Zymase- | 7 oit: Min.| 30 90 —— 
menge | _ Stunde | 
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') Harden, Alcoholic Fermentation, 3. Aufl., S. 69. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXIX. 
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In den folgenden Tabellen sind wegen Raumersparnis die 
Spalten nur mit ihren Nummern (1—9) bezeichnet. Zu jeden 
Garungsversuch gehéren zwei Zeilen in den Tabellen. Die 
obersten enthalten die zu jeder Zeit entwickelten Kohlensiiure. 
volumina und geben also die totale Vergirung an. [oie 
unteren enthalten die pro 30 Min. entwickelte CO, in Kubik. 
zentimetern und geben also die Girungsgeschwindigkeit an, 
In der letzten Kolumne 9 findet man die maximale Geschwindig. 
keit in com CO, pro Stunde. 

Wir finden (aus Versuch 3 und 4): 

ACo = 700. 


Ein Vergleich zwischen den Spalten 2 und 9 zeigt, wie 
wir schon oft hervorgehoben haben, daf& nur bei kleiner 
Girungsgeschwindigkeiten (< etwa 5 ccm CO, /Stunde) die 
Kohlensiureentwicklung der Co-Zymasemenge proportional ist. 

Die Lésung 15a wurde hauptsichlich zu Versuchen iiber 
Aktivierung von frischer Hefe verwendet. Dariiber wird spiiter 
eine Mitteilung erscheinen. 

Die Lésung war frei von anorganischem Phosphat, gab 
sehr starke Molisch-Reaktion und _ reduzierte Fehlings 
Lésung. Die Lisung gab, obgleich sehr unrein und konzentriert, 
keine Fillung mit Kalium-Quecksilberjodid. Mit diesem Reagens 
haben wir aus keiner Co-Zymaselésung einen Niederschlag 
erhalten kénnen. 


B. Zweimalige Bleifillung. 

In unserer IV. Mitteilung haben wir die Methode be- 
schrieben. Die folgenden Priparate sind aus einer Oberhete i 
dargestellt, welche Kochsifte von etwas héherem Reinheitsgrade 
als die Unterhefe H lieferte. Die Kochsiéfte wurden durch 
Zentrifugieren vom Hefenschlamm befreit und mit PbAc, ver- 
setzt. (Zu Kochsaft aus 5 kg frischer Hefe wurde etwa 200 ¢ 
kryst. Salz genommen); p,, etwa 6. Nach Filtration wurde die 
bleihaltige Lésung mit Thymolphthalein und NaOH bis av 
schwachen Blaufirbung versetzt. Die schwere Fallung setzte 
sich bald zu Boden, und nachdem die griéBte Menge der 
Fliissigkeit, etwa 30 Liter, abdekantiert war, wurde der Rest 
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scharf zentrifugiert (8000 Umdr. pro Min.). Der Bleinieder- 
schlag wurde, mit Wasser geknetet, durch ein feines Sieb 
setrieben, und in die Suspension (5 Liter) unter Turbinieren 
ein kraftiger Strom H,S geleitet. Wenn das Blei vollstindig 
in Sulfid umgewandelt war, wurde filtriert, und das Filtrat 
aut etwa 500 ccm im Vakuum eingeengt. 


Priparate. 


14b. Auf diese Weise wurde die Lésung 14b hergestellt. 
davon 13,8°/, Asche. 


Trockengewicht 8,76°/,, 


Tabelle 3. 


Girungsversuch. 








8,76 


























Aus Versuch 3: 
‘ 21,7 
ACO = 0 c0175 
5 com der Lésung 14b + 10 ccm 10°/, CuSO, + NaOH in 
UberschuB gibt eine stark indigblaue Liésung und nur un- 
bedeutende Fallung von Hydrat. Auch viel bessere Priparate 
geben diese Reaktion. Kochen von 0,438 g 14b mit Fehlings 
Lésung nach den Vorschriften von Bertrand ergab eine 
Reduktion entsprechend 28 mg Glucose. Die Lésung 14b gibt 
jetzt wieder nach dem Kinengen Niederschlige mit sowohl 
basischem als neutralem Bleiacetat. Die Loésung koaguliert 
auch nicht spurenweise beim Kochen und gibt keine Millonsche 
Reaktion. Mit AgNO, entsteht eine Fallung, nicht mit Ferro- 


cyankalium und Kssigséure. Eine kolorimetrische Bestimmung 
19° 


= 1950. 
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zeigte, daB < 0,5°/, vom Trockengewicht Tryptophan sei 
konnte. 

11b wurde auf dieselbe Weise hergestellt, aber nicht so 
weit eingeengt. Trockengewicht 2,25°/,, davon 31°/, Asche, 





























Tabelle 4. 
Girungsversuch. 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 
1 _ 0,0 | 0,0 0,0 | 0,0 0,0 | 00 | oo 
1,6 | 3,35 | 5,0 6,0 _ — 
* sities “te i.e ae eee eee ee 
. on 1,5 | 4,5 7,0 9,0 | 10,5 | 11,5 
‘ = oe 15 4 3,0 2.5 2,0 1,5 10 | 6, 
F ise {] 2,0 | 5,5 8,4 | 10,6 | 12,3 | 13,0 
- * Ti apt as 2.9 2,2 1,7 0,7 | 7,0 


Aus dem Versuch 2 berechnen wir: 
ACo = 3090. 


Die Lésung 11b gab starke Molisch-Reaktion, auch sehr 
deutliche Ninhydrinreaktion. 

Beim Kochen mit konzentrierter Salzsiure entstand keine 
besondere Farbung. 

2 ccm der Lésung (45 mg) verbrauchen bei Titration gegen 
Phenolphthalein 3,2 ccm 0,053 n-NaOH, in Gegenwart vou 
Formalin nach Sérensen 4,05 cem derselben Lauge. Ks 
sind also Aminogruppen vorhanden, die Formaldehyd binden. 

17b. Die Lésung war 8,50°/, ig. 


Tabelle 5. 











Girungsversuch. 
1 2 3 4 D 6 7 8 9 
1 a aT — Fae 7 ~~ F op Fe 0.0 


08 | 29 | 49 | 60 | 68 | 7,4 
08 | 21 | 20 7 11 | o8 | o6 | 42 
21 | 50 | 83 | 91 | 10,0 | 10,6 
21 | 29 | 33 | 08 | 09 | 06 | 66 


bo 
— 
io 3) 
qr 
5 
GR 
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Aus Versuch 2: 
ACo = 4950. 
















































80 - 
12e. Trockengewicht 4,54°/,, davon 23°/, Asche. 
ie, 0? 0 
Tabelle 6. 
Gdarungsversuch. 
5 
0,1 0,15} — 0,15 | 0,0 
2.7 3,6 4,3 4,9 
1,1 0,9 0,7 0,6 2,4 
4,7 5,8 6,6 7,4 
1,7 1,1 0,8 0,6 4,0 
6,2 7,4 8,4 9,1 
) 1,5 2,0 1,2 1,0 0,7 5,4 
a 2,3 5, 7,3 8.8 | 10,1 11,2 
a 2.3 3.0 | 2,0 1.5 1,3 1,1 6.0 
Aus Versuch 2: 
hr ACo = 5340. 





19b. Die zweite Bleifaillung wurde mit méglichst wenig 
Salz ausgefiibrt. 

Die Liésung 19b enthielt 5,93°/, Trockensubstanz mit 
13,5°/, Asche. 
Tabelle 7. 


Giarungsversuch. 






































0 ssi 1 
: 12 | 295] 46 | 60 | 7,3 | 8,5 
= ' Oho mE 1,2 1,75 | 1,65] 1,4 1,3 12 | 3,5 
co. 1 aes — |100 | 11,6 
> tT 2,6 2,7 — — 1,6 5,4 
, ~— (} 36 | 70 | 9,5 — {120 | 13,0 
“se we <9 | 3 . 3.4 2 1 


is 






ACo (Versuch 2) = 5900. 
Das Praparat gab mit H,PtCl, keine Triibung. 
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3. Alkoholfallung. 


Die Fallung von Hefenextrakt mit Alkohol oder Aceton 
ist die alte Methode zur Darstellung von ,,Co-Enzympriparaten*. 
Die auf diese Weise gewonnenen Pulver waren indessen you 
einem sehr niedrigen Reinheitsgrad (< 100). Es waren sogar 
die gefillten Priparate bedeutend schlechter als die Extrakte, 
Die Ursache ist teils eine nur unvollstindige Fillung dey 
Co-Zymase, teils und hauptsichlich die groBen Schwierigkeiten, 
die mit dem Trocknen der Niederschlige verbunden sind. 

Trotz intensivem Reiben mit absol. Alkohol und Ather, 
bedarf man dazu mehrere Stunden, und dabei wird die Co-Zymase 
weitgehend geschwicht. Mit reineren Co-Zymaselésungen, die 
kein anorganisches Phosphat enthalten, gelingt die Alkohol- 
fillung oft gut, da die Athertrocknung sehr schnell ausgefiihrt 
werden kann. Indessen trat bei einigen Versuchen nur eine 
milchige Triibung auf, die sich nicht zusammenballte und 
nicht filtriert werden konnte. ? 

Kinige Kubikzentimeter der Lésung 14b (ACo = 1950) 
wurden in die 10fache Menge Alkohol gegossen. Die weibe, 
flockige Fallung wurde abzentrifugiert und mit Ather getrocknet. 
Von dem Pulver wurden 50 mg in 10 ccm Wasser gelést = 14k. 





Tabelle 8. 
Girungsversuch. 
1 2 3 4 5 6 1 g 9 
1 a 0,0 “—e 0,0 — 0,0 — 0.0 
. 0,3 1,0 1,6 2,2 — ‘aids 
2 3! ’ ’ ’ . 
hi 0,25 ng 0,3 0,7 0,6 0,6 as ica 1.4 
; 0,9 2,2 3,6 4,8 _ ms 
3 O05 » 0,9 1,3 1,4 12 mame yore 2.8 
4 9 5 2,9 6,3 8,5 10,1 — ia 
2; 2,9 3,4 2,2 1.6 _ ne 6.8 


























ACo (Versuch 1 und 2) = 5600. 


Der Reinheitsgrad ist wesentlich verbessert. 
Die Lisung gibt Fallung mit Bieiacetat und sehr starke 
Molisch- Reaktion. 








Girungs-Co-Emzym (Co-Zymase) der Hefe. VI. 289 


a 


vy 


7.9 mg wurden nach Kjeldahl verbrannt. Es wurde 
0.405 mg N gefunden, d.i. 5,1°/, N. 


4. Tanninfallung. 


Die mit der doppelten Bleifaillung gereinigten und danach 
eingeengten (1—10°/, Trockengewicht) Lésungen geben mit 
Tannin weiBe, bald violett werdende, kisige Niederschlige. Sie 
ljsen sich in viel Wasser wieder auf. Die Niederschlage sind 
aktiv, was wohl darauf zuriickzufiihren ist, daB sie sich bei 
der Verdiinnung mit Zucker- und Phosphatlésung auflésen. 

1. Von der Co-Zymaselésung 16 b (ACo = etwa 3000) wurden 
sccm mit Tannin gefallt. Nach Zentrifugieren wurde der 
Niederschlag in 10 ccm Wasser aufgeriihrt, wobei teilweise 
Lisung eintrat. Die Suspension hatte ein Trockengewicht von 
1,84 mg pro Kubikzentimeter. 14,6°/, Asche. 


Tabelle 9. 


Girungsversuch. 








4 D 


_ 0,0 


0,5 0,8 
0,2 0,3 


0,5 1,0 1,5 
0,5 0,5 0,5 


12 | 31 4,6 
1,2 1,9 1,5 | 


ACo (Versuch 3) = 6100. 


uw 


moO ON oO 


* “ 


























Com Om WwW 


Dabei geht natiirlich das Tannin in das Trockengewicht 
ein. Die Ausbeute war etwa 50°/,. 

2. 5 ccm 17b (siehe oben) wurde mit 5°/,iger Jannin- 
lisung vollstindig gefallt. Der Niederschlag wurde mit 30 ccm 
Wasser geschiittelt. Die opalescente Lésung (Versuch 2 und 3, 
Tab. 10) und das klare Filtrat davon (Versuch 4 und 5) wurden 
geprift. Vom Filtrat wurde ein Teil mit Tonerdehydrat ge- 
schiittelt, wodurch das Tannin niedergeschlagen wird. Das 
Filtrat vom Tonerdeschlamm wurde gepriift (Versuch 6 und 7). 
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Tabelle 10. 





























1 2 3 4 5 6 7 8 9 
l — 0,0 — 0,0 — 0,1 0,1 0,0 
0,5 2,2 3,7 4,6 5,5 6,1 

») 0 ’ ’ ? ’ > ’ 
2 oe 0,3 1,7 | 15 | 09 | 09 | 06 | 3,4 
Z 0.20 1,0 3,2 5.5 6,5 7,2 7,8 
_ ™ 1,0 2,2 2,3 1,0 0,7 0,6 4,6 
4 0.05 | 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,3 

 _ 8 2 ae 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 0,4 
7 0,20 0,4 1,5 2,5 8,2 4,0 4,7 
7 ee 0,4 1,1 1,0 0,7 0,8 0,7 2,2 
6 0,03 ,, 0,1 ~— 0,1 0,2 0,2 0,3 0 
7 0.20 ,, 0.1 — 0,1 0,1 0,2 0,3 0 


0,05 ccm der Suspension (Versuch 2) geben 3,4 ccm CO, 
pro Stunde. Das entsprechende Volumen der Loésung 17b 
gibt 3,5 ccm. Daraus sehen wir, daB die Co-Zymase voll- 
standig gefallt worden ist. 

Die klar filtrierte Lésung (Versuch 4 und 5) enthielt nur 
etwa 25°/, der Co-Zymase. DaB also die Suspension viel 
wirksamer als das Filtrat ist, braucht nicht so gedeutet werden, 
als wire der feste Niederschlag wirksam (analog den Tonerde- 
adsorbaten bei verschiedenen Enzymen), denn beim Zusatz der 


Tabelle 11. 
































Girungen. 

2 3 4 5 6 7 8 9 
1 — 0,0 — 0,1 0,1 0,1 — 0,0 

0s | 28 | 44 | 54 | 63 | — 
7 aoe os | 20 | 16 | 10 | o9 | — | 400 

“el | 8 | 10/18 | 24 | 30 | — 
, re 03 | 0,7 | 08 | 06 | 06 | — 1,6 

; ‘im f} 10 | 3,3 | 5,1 62 1 742 | — 
- s 3 ae 4 oe 8 an 1,1 10 | — | 4,6 

, ia 02 | 07 | 1,8 19 1 a4 1 
os 02 | 05 | 06 | 66 | O05 | — | 1,2 

- - (} o9 | 30 | 4,7 | 59 | 77 — 
: mn TV eo 2 a 1,7 1,2 1,1 _ 4,2 

























(arungs-Co-Enzym (Co-Zymase) der Hefe. VI. 291 


Gairungsmischung wird die Verdiinnung so groB, daB es durchaus 
méglich ist, daB der gesamte Niederschlag in Lésung geht. 

Beim Ausfallen des Tannins durch Tonerde wird auch 
die Co-Zymase gefallt (Versuch 6 und 7). 

3. Der Tanninniederschlag aus 5 ccm 17b wurde mit 
50 com Wasser geschiittelt. Die opalescente Fliissigkeit (Ver- 
such 2, Tab. 11) und ihr klares Filtrat (Versuch 3 und 4) 
wurden gepriift. Das abfiltrierte Ungeléste wurde wieder mit 
50 com Wasser geschlaimmt und gepriift (Versuch 5 und 6). 

Die filtrierte wiBrige Lésung des 'T'anninniederschlages 
(Versuch 3 und 4) hatte ein Trockengewicht von 1,91 mg/ccm. 


ACo = 8400 (Versuch 3). 


Ubrigens finden wir aus der Tabelle, daB sowohl das 
Filtrat als der ungeléste Rest des Niederschlages wirksam ist, 
d.h. die Co-Zymase ist nicht zerstért, sondern nur teilweise gelist. 

4. Aus der Liésung 19b wurde die Tanninfillung be- 
reitet, getrocknet und danach mit Athylacetat geschiittelt um 
iiberschiissiges Tannin zu lésen (das angewandte Tannin ist 
in Athylacetat vollstiindig léslich), dann wieder getrocknet, mit 
Wasser geschiittelt und klar filtriert = Lésung 19d. (Trocken- 
gewicht = 1,44 mg/ccm.) 













Tabelle 12. 


Girungsversuch mit Lésung 19d. 








bo 


-1 
io 8 
© 


3 4 D 6 


_— —- 


0,3 | 0,8 1,3 1,9 | 2,4 | 3,0 
0,3 | 05 | 0,5 | 06 | 05 | 06 | 1,2 
28 | 44 | 56 | 66 | 7,6 


1,2 3,2 
= ’ , wa 


























a. 
ACo = 0,000072 = 16600. 


14,4 mg vom Priparate 19d wurden mit H,SO, und H,0, 
| verbrannt und mit Molybdat gefallt. Es wurden 16,3 mg 
| Phosphormolybdat gewonnen. Dies entspricht einem Phosphor- 
| gehalt von 1,64°/, P. 
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5. Phosphorwolframsaure. 


Die konzentrierten, mit Blei zweimal gereinigten Lisungen 
geben mit Phosphor- und Kieselwolframsiuren Niederschlige. 
Die Filtrate sind nie aktiv gewesen, auch nicht wenn iiber. 
schiissige Siure mit Baryt entfernt worden war, d.h. die Co- 
Zymase wird vollstaindig gefillt oder auf den Niederschligen 
adsorbiert.?) 


Die Niederschlige sind selbst nicht aktiv, d.h. das _,,Co- 
Zymase-Phosphorwolframat ist inaktiv oder die Co-Zymase 
ist so adsorbiert, daB sie nicht wirksam ist.”) Méglich ist auch, 
daB die Siure die Zymase vergiftet. 


Die Zersetzung der Phosphorwolframate organischer Basen 
wird gewohnlich mit Baryt vorgenommen. Dies gelingt zwar 
auch mit der Co-Zymase, nur sind dabei, wie iiberhaupt bei 
der Reinigung der Co-Zymase mit diesen komplexen Siuren, 
die Schwierigkeiten erheblich. Ehe wir (unter Anwendung von 
Kieselwolframsiure) zu einer brauchbaren Methode gelangten, 
muBten wir sehr viel von den mit Miihe dargestellten Aus- 
gangslisungen opfern, und wir miissen gestehen, daB wir 
in dem Falle von Phosphorwolframsiure nur ausnahmsweise 
die Co-Zymase zuriickgewinnen konnten, wihrend wir dagegen 
eine Fallungsmethode mit Kieselwolframsiure ausgearbeitet 
haben, die unter nétiger Vorsicht eine wesentlich reinere (o- 
Zymase in betriedigender Ausbeute liefert. 


Die Fallung mit Phosphorwolframsiure geschieht in 
saurer Lésung [in unserem Falle 1—2°/, H,SO,%).] In neu- 
traler Lisung tritt nur eine schwer filtrierbare Triibung au! 
(Es ist schon eine gewisse Gefahr, daB die Co-Zymase durch 
die starke Schwefelsiure allein geschidigt wird.) Die Phosphor- 
wolframsiure wurde in 25°/ iger Lésung benutzt. Ks ist 
moglich, daB die Saure, die ja leicht unter Blaufiirbung redu- 
ziert wird, durch Oxydation die Co-Zymase zerstért, und dab 


1) Vgl. Hofmeister, Ergebnisse der Physiologie Bd. 22, 5. 3 
(1923). 

*) Vgl. das Verhalten von Tonerdeadsorbaten, Mitt, IIT, 8. 122. 

8) Vgl. Drummond, Biochem. Ji. Bd. 12, 8. 5 (1918). 
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das MiBlingen mancher Versuche davon herriihrt. Indessen 
dirften die gréBten Schwierigkeiten bei der Barytzersetzung 
liegen (vgl. unten bei der Kieselwolframsiure.) 










Priparate. 

1. 0,5634 g Co-Zymase (ACo = 3090) in 25 com 2 °/,iger 
H,SO, gelést, wurden mit Phosphorwolframsaure gefallt. Das 
Filtrat wurde mit Baryt zersetzt und nach Filtrieren gepriift 


0- 
se (Versuch 2). Der trockene Niederschlag wog 0,37 g. Es wurde, 
h, in Wasser geriihrt, mit Baryt zersetzt (p,, = etwa 9). Das 


Filtrat (20 com) = Lésung 1le, wurde gepriift (Versuch 3). 


Tabelle 13. 


























































ar 
del 
2, 
- 1 — 00 | — | 005 | — | 0,05 | 0,10 | 0,0 
on, 2 0,4 cem 0,05 — 0,05 — 0,05 0,10 0,0 
a a tue 1 ie | cel ep bac Poe Dae Doe 
ise 0,05 com der Ausgangslésung 11b geben 3,5 cem CO, 
en pro Stunde (Tab. 4, Vers. 2), 0,1 com lle geben 4,2 cem COQ,. 
tet Die Ausbeute ist also wegen Volumsinderung korrigiert, etwa 
0 D0 es 
Die Liésung 11e gibt starke Molisch- und schwache Nin- 

7 hydrinreaktion. 
si 2. Auf die oben beschriebene Weise wurde aus Lisung 14b 
se das Priparat 14v gewonnen. Das Trockengewicht war 2,15 mg 
rch pro Kubikzentimeter, davon waren 33,5°/, Asche (Ba). 
= Tabelle 14. 
ist 
du 9 5 
dab eS SS = ( 

1 00 | — 0,0 — — 0,0 | 0,0 
2] ots ecm {] oe | it | vo | os | os | 06 | 22 





14 vy 






























2,2 


ACo = 0,000 32 


= 6900 (Aschefrei 10400). 
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3. Praparat llg. 2,08 mg Trockengewicht pro Kubik. 
zentimeter. Ba mit H,S gefallt. 


Tabelle 15. 
































Girung. 
1 2 8 s|5 | eb 1] slo 
1 ae 005 | — | oo | — | on | on | oy 
| oweme(] 93 | az] az | az] as fae |, 
s | og08 , {1 os | ts | 2 | tol cs | o8 | 36 
| = + | - ns se ri = pee 


ACo = 17300. 


N-Bestimmung (Mikro-Kjeldahl). . . = 12 °%, 
Pp- a“ (Molybdat). . ...# 1, 


4. Priparat 11h. 1,91 mg Trockengewicht pro Kubik- 
zentimeter. Asche 32°/.. 


Tabelle 16. 











Girung. 
1 re 3 4 D 6 7 8 Qg 
1 0,05 — 0,05 — 0,1 0,1 0,0 
2 | ooscme |} os | os} os | os} os | — | 1. 
| Ot Ge kaa ee bea bee 


























ACo = 12500. Aschefrei = 18500. 


Stickstoffbestimmung: 7,64 mg Substanz gaben 0,81 mg N. 
3,82 mg Re » 0,43 mg N. 
Mittel: 10,9°/, N, auf aschefreier Substanz 16°). 


6. Kieselwolframsaure. 


Wie oben erwahnt, haben wir in Kieselwolframsiure ei 
Mittel gefunden, das nach der unten beschriebenen Methode 
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(. Priparate geliefert hat, die an Reinheit alle friiheren iiber- 

treffen. 
Die Fillung geschieht mit 20°/, Kieselwolframsiure in 
| saurer oder neutraler (p,, = etwa 6) Liésung. Dies beseitigt 
also den schidlichen KinfluB der H,SO,. Der Niederschlag 
wird mit destilliertem Wasser tiichtig verrieben und danach 
tropfenweise Barytwasser zugegeben. Anfangs lést sich der 
Niederschlag und die Fliissigkeit farbt sich gewohnlich bliulich, 
| beim weiteren Zusatz von Baryt beginnt das weife Barium- 
phosphorwolframat zu fallen. Man fahrt sehr vorsichtig so 
lange mit dem Barytzusatz fort, als noch eine Fillung ent- 
| steht, und die Flissigkeit eben rotes Lackmuspapier blaut. 
| Sie darf aber nicht so alkalisch werden, daB Phenol- 
_phthalein gefarbt wird. Die Ursache ist nicht, daB die 
' Co-Zymase durch die alkalische Reaktion zerstért wird, sondern 
_daB sie bei zunehmender Alkalitiit von dem ausgefillten Ba- 
| Salz adsorbiert wird. 


Co 




















ik- Kinige Versuche dariiber findet man in der folgenden 
| Tabelle. 
Tabelle 17. 
Garungen mit 0,05 ccm Filtrat von Barytfallung bei verschiedener 
Aciditit. 
Q me a ian CO, — ein: ecem CO, 
1.0 fillung 30 60 90 120 Stunde 
1.2 Ohne Co-Zymase 0,0 | 0,0 0,0 0,1 - 
2 Pu = 10 met aw | 0,1 0,0 
2,2 3 Pu = 8,3 1,5 | 3,3 | 5,0 6,1 3,5 
4 Pu = 7—8 a |) ie) 6,6 4,0 
Wenn man also so viel Baryt zusetzt, daB p,, etwa 10 
wird, so ist keine Co-Zymase im Filtrat vorhanden. Ein 
Tropfen Baryt zu viel hat anfangs mehrere Versuche resultatlos 
‘gemacht. 
! Priparate. 
. ell 171 aus 17b dargestellt, in neutraler Lisung gefillt. Es 


Feuthilt 30 Asche. 
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Tabelle 18. 
































Girungsversuch. 
1 2 3 4 5 6 7 8 3 
e 0,1 hea 01 | — — oO 0,0 
2 | 0,39 mg | i - “ Hh 08 07 3,2 
See be ed 2 bog Gan bem Fr 
Loo. fhe false lelots le 


ACo = 8200 (Versuch 2). Aschefrei 11700. 


19f. In neutraler Lésung gefallt (vgl. Tab. 17, Versuch 4) 

Die Lésung enthielt 5,08 mg pro Kubikzentimeter, 48 °/, Asche. 
ACo = 15700, oder aschefrei 30200. 

19h. Aus 1°/, H,SO, gefallt. Nach der Barytbehand. 
lung wurde das Prip. untersucht (Vers. 2, 3 und 4). Dann wurde 
mit Schwefelsiure Ba méglichst vollstindig gefallt (Versuch 5 
= 19h. 

Tabelle 19. 











1 2 3 4 5 6 7 8 d 
1 ‘i 7 as 0.1 ae _ 0,2 | 0.0 
2 | oorcem {| or | ot | os | o4 | ot | op | os 
s | oo» {foe | os | or | os | ot | os | 1 

1] os a iro | te | ie | ae | re | ak | oo 
5 0,161 mg ne “i “ Hr He be 8.4 


























Durch die Ba-Sulfatfillung ist keine Co-Zymase ver 


schwunden. 
ACo = 21100 (Versuch 5). 


Der Aschengehalt des Priparates betrug 14,3 °/,. 
ACo (Aschenfrei) = 24700. 
6,44 mg wurden mit H,SO, und H,O, verbrannt. 
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Der Molybdatniederschlag nach Lieb?) wog 6,32 mg. 
Der Phosphorgehalt ist also 14,4 a ™ 
19k. 70 ccm der Lésung 19b wurden mit Kieselwolfram- 











siure gefallt. 
mit Baryt vorsichtig zersetzt. 
yon iiberschissigem Baryt méglichst befreit. 
sulfatiltrat wurde mit 19k bezeichnet. 


Tabelle 20. 


Prifung. 


Das 


Der Niederschlag wurde in 275 ccm Wasser 
Das Filtrat wurde mit H,SO, 
Barium- 





























> 
' 2 3 4 5 6 7 8 9 
| se a Fo -< —_ 02 | 02 | 90 | 
4) -... {| 06 | 15 | 24 | 33 | 42 | 50 | 
0,073 Ing 4 ‘ “7 ’ ’ : 
he, © 1) 0,6 0,9 0.9 0,9 0,9 0,8 1,8 | 
a {} 1,0 2.5 4,0 5,2 6,2 7,1 
ae ’ ’ ? ’ 
7 | 1,0 1,5 1,5 1,2 1,0 0,9 3,0 
nd: asan . fi Ke | ae) es 8,7 99 | — | 
rde 1} 1,9 Z,4 2,4 so ft 33 ~— 4,8 


Aschengehalt 36,3 °/. | 
ACo = 24700. Aschefrei = 40000. | 

Dies Priparat ist das beste, das wir erreichten. 

250 com der Lésung 19k wurden im Vakuum bei etwa 
45° zu 20 ccm eingeengt. Dabei fiel noch etwas Bariumsulfat 
aus, so daB der Aschengehalt der Lésung zu 20,3°/, sank. 

| Die Lisung hatte jetzt 13,8°/, Trockengewicht. 
| Tabelle 21. 


Prifung. 







































2) 


ACo = 17500. Aschenfrei = 22000. 





Stee 


‘) Pregl: Die quantitative org. Mikroanalyse. 2. Aufl. Berlin 1923. 
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14,34 mg Substanz, mit Soda und Salpeter verbrannt, gaben 23,32 mg 
Molybdat, d. h. 2,36 °/, P. 

5,53 mg (Mikrokjeldahl) gaben 0,51 mg, d.h. 9,23°/, N oder au 
aschefreier Substanz 11,6 °/, N. 


0,2 cem Lésung gibt sehr starke Molisch-Reaktion, 


0,5 cem m , ziemlich starke Ninhydrinreaktion, 

0,3 cem , keine Millonsche Reaktion, 

0,5 eem " » keine oder auferst schwache Xanthoprotein. 
reaktion, 


40 mg reduzieren nicht Fehlings Lésung, 
0,2 eem geben sehr deutliche Diazoreaktion.') 


Der Histidingehalt kann einige Prozente ausmachen. 

Mit fuchsinschwefliger Siure entsteht keine Farbung. Mit 
Jod-Jodkalium und mit Kaliumquecksilberjodid entstehen keine 
Niederschlage. Mit CuSO, und NaOH entsteht eine tief dunkel. 
blaue Lésung wie bei mehrwertigen Alkoholen. 

Die optische Drehung (5 cm-Rohr) betrug — 0,25", wo 
der Ablesungsfehler groB sein kann. 


7. Kupferhydroxyd. 


10 com der Lésung 11b wurden mit NaOH auf p,, = l 
gebracht. Dazu wurde eine Aufschlimmung von wohl ge. 
waschenem Cu(OH), in solcher Menge gesetzt, daB noch viel 
ungelést blieb. Die Fliissigkeit war tiefblau. Nach eine 
halben Stunde wurde zentrifugiert. Sowohl Lisung als Nieder- 
schlag wurden mit HCl zur neutralen Reaktion gebracht und 
H,S eingeleitet. 

Tabelle 22. 
































a] 2 3 f4fs5fe6f]32] 8s |: 
1 — 0,9 — 0,0 — — 0,0 0,0 
2 | oteem {1 45 | so] a | ao] ms | ao |e 
*) “sf 2'6 22 20 15 ci os 
4 oa 005) — | o1 | — | 02 | 0,25] 00 Bb 





1) Koessler u. Hanke, Jl. of Biol. Chem. Bd. 39, 8. 497 (1913: id 
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In vorstehender Tabelle 22 bedeuten: 


OS 


Versuch 2. Die urspriingliche Lésung 11b (Volumen 10 eem), 
¥s 3. Das Kupferhydroxydfiltrat (Volumen 20 cem), | 
" 4, Die Lésung von Cu(OH), auf 10 cem gebracht. 


Keine Co-Zymase ist vom Kupferhydroxyd gebunden | 
sorbiert). (Kine kleine Zerstérung der Co-Zymase diirfte auf 
der ziemlich stark alkalischen Reaktion beruhen.) 

Ks ist dies ein Resultat von einiger Wichtigkeit. Es ist 
niimlich bei der Reinigung von einigen physiologisch sehr wirk- 

samen Stoffen (tierischen Giften u. dgl. die Faillung mit Kupfer 
in alkalischer Lisung eine Methode, um alle ,,biuretgebenden“ 
Stoffe zu entfernen. Bei der Co-Zymase ist diese Methode 
nicht anwendbar. 
















8. HgCl,. 
v0 5 ccm der Lésung 14b wurden mit Hg(l, vollstiindig ge- | 
fillt, Der Niederschlag war nicht groB. 
| In der Tabelle 23 bedeuten: | 


Versuch 2. 0,4 cem Filtrat, mit H,S zersetzt, Volumen 10 cein, 






































1 - 3. 0,4 cem von einer Lésung des Niederschlages in 10 cem | 
ge- Wasser mit H,S. | 
viel 
ine! Tabelle 23. 
der: 
und 

9 

0,0 - 

6. Die Geschwindigkeit 8,4 com CO,/Stunde liegt weit ober- 

— BB halb des Gebietes, wo Proportionalitiit zwischen Girung und 

5,2 # 0-Zymase herrscht. Aus dem Versuche 8 kénnen wir doch 

0,0 J berechnen, wieviel Co-Zymase gefallt worden ist. Kine Girungs- 

seschwindigkeit von 4,6 com CO, /Stunde entspricht 0,038 ccm 

1913. ler Lisung 14b. Also ist kaum 10°/, der Co-Zymase gefillt 


loppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXIX. 20 
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worden. Es ist sogar wahrscheinlich, daf keine Co-Zymase 
gefallt ist, sondern daB nur anhaftende Mutterlauge wirk. 
sam ist. 

9. Vorlaufige Versuche. 


1. Verhalten bei Hydrierung. 


Mehrstiindiges Durchleiten von Luft oder Wasserstot 
schadet der Co-Zymase nicht. Nun gibt es in der Literatu 
Annahmen iiber einen ,,ungesattigten“ oder ,,reduktionsfihigen 
Charakter der Co-Zymase. Es wire denn denkbar, daB eine 
Hydrierung mit metallischem Katalysator zu einer Inaktivierung 
der Co-Zymase fiihren kénnte. Es wurde deshalb Platin. 
schwarz nach Willstitter bereitet, und bei Anwesenheit davon 
5 Stunden Wasserstoff durch eine Co-Zymaselésung getrieben. 
(Das Platin war stark ,,aktiv“). In 2 Versuchen konnte keine 
Herabsetzung der Aktivitit der Co-Zymase beobachtet werden. 


2. Verhalten zu Jod. 


Es wurde beobachtet, daB wenn Jodlésung zu einer ziem- 
lich gereinigten Co-Zymaselésung gesetzt wurde, Jod gebunden 
wurde. 

Ks war von Interesse zu untersuchen, wie sich die Co-Zymas¢ 
selbst dabei verhilt. 

1 ccm 19m wurde mit 1 ccm Jodlésung versetzt. Nac 
3 Stunden waren 95°/, vom Jod gebunden. Der Rest wurde 
mit einem Tropfen Thiosulfat zerstért. Diese Lésung, 191 
genannt, die doppelt so verdiinnt ist wie 19m, wurde untersuchi. 


Tabelle 24. 





“@ 2 3 4 5 6 q 8 9 
































1 a oo} — | oo] — — | oo | 0.0 
10 | 28 | 35 | 45 | 55 | 65 
: we - 1,0 1,3 1,2 1,0 1,0 1,0 2,6 
: . 02 |] os | 1,4 | 20 | 25 | 30 
. ae er 02 | o6 | 06 | 06 | 05 | 05 | 12 


Anstatt der urspriinglichen Aktivit’it 2,6 ccm CO,-Stunde 
fanden wir 2 x 1,2 = 2,4, also beinahe in den Versuchsfehle: F- 
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syenzen dieselbe Aktivitiit. Daraus schlieSen wir, daB, trotzdem 
viel Jod von der Liésung (wahrscheinlich von Verunreinigungen) 
gehunden worden ist, die Co-Zymase ihre Wirksamkeit nicht 
vorloren hat. Dies gilt nur fir die Versuchszeit 3 Stunden 
und die oben angegebene Jodkonzentration. 


Allgemeine Bemerkungen itiber die Rolle der Co-Zymase. 


Wie aus den vorstehenden Angaben zu ersehen ist, kénnen 
nunmehr Priiparate von Co-Zymase in einem solchen Grad der 
\ktivitat bzw. Reinheit dargestellt werden, daB es gerecht- 
lertigt erscheint, nunmehr die durch die Konstante ACo charak- 
terisierten Priparate mit anderen aus Hefe gewonnenen wasser- 
lislichen Substanzen zu vergleichen, die ebenfalls in sehr 
kleinen Mengen Wirkungen ausiiben, welche denjenigen eines 
Co-Enzyms, einer Kinase, eines Hormons oder Vitamins ent- 
sprechen. 

Was zunichst die chemische Wirkungsweise der durch 
ACo charakterisierten Co-Zymase selbst betrifft, so sind unsere 
Versuche dariiber noch nicht so abgeschlossen, daB wir uns 
daritber endgiiltig aiuBern wollen, immerhin ist gegenwirtig 
(ie wahrscheinlichste Deutung die, daf die Co-Zymase eine 
Komponente der alkoholischen Garung und zwar die mit dem 
Phosphatumsatz zusammenhingende, nach stéchiometrischen 
Beziehungen aktiviert, daB sie somit in die Gruppe der 
Kinasen!) zu zihlen ist. 

Von anderen Stoffen der Hefe, deren Beziehungen zur 
Co-Zymase mit méglichster Schirfe abzugrenzen eine wichtige 
Aufgabe ist, kommen in erster Linie in Betracht 


') Was die Auffassung betrifft, daB Enterokinase nach stéchio- 
inetrischen Beziehungen aktiviert (also nicht, wie Bayliss u. Starling 
ieinten, als Enzym), so haben Hamburger u. Hekma [Jl. de Physiol. 
u. Path. gén. Bd. 4, 8. 805 (1902)] und neuerdings besonders Wald- 
schmidt-Leitz [Diese Zs. Bd. 182, S. 181 (1924)] wichtige Belege dafiir 
beigebracht. Wenn Waldschmidt-Leitz [Naturwiss. Bd. 12, S. 133 
. zwar $, 184 (1924)] bemerkt, daB die referierende Literatur den 
Angaben von Hamburger u. Hekma ,,keinen Glauben geschenkt hat“, 
80 ist diese Darstellung jedenfalls nicht allgemein giiltig. Wir verweisen 
auf Euler, Chemie der Enzyme 2. Aufl. I, S. 170, 

20* 
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1. die wasserléslichen Zuwachsfaktoren D, und zwar 0. 
wohl diejenigen durch welche die Zuwachswirkung gegeniibe; 
Mikroorganismen gekennzeichnet (J) sind, als solche, welchic 
den Zuwachs héherer Tiere mitbedingen (J), 

2. das antineuritische Vitamin B, 

3. die antidiabetische Substanz der Hefe. 

Die beiden erstgenannten sind bis vor kurzem unter de 
Bezeichnung ,,wasserlésliches Vitamin B“ zusammengefiihrt 
worden, und die meisten chemischen Untersuchungen beziehen 
sich auf Produkte, deren Wirksamkeit entweder aus der 
Zuwachsbeschleunigung an Tieren oder Mikroorganismen oder 
aus der heilenden bzw. prophylaktischen Wirkung bei Poly- 
neuritis gallinarum gemessen wurde. 

Die ersten Versuche zur Isolierung und Reinigung des 
wasserléslichen Vitamins B stammen von C. Funk und finden 
sich in seiner bekannten Monographie ,,Die Vitamine“ bhe- 
schrieben. Von weiteren Versuchen sind besonders diejenigen 
von Suzuki, Shimamura und Odake, sowie von Fr. Hol: 
meister zu nennen, ferner Schaumann, Harden und Zilva, 
Kddy, Evans, Moore, Simpson und Webster, Abder- 
halden und Schaumann, Myers und Voegtlin, Osborne 
und Mendel, William und Seidell u.a. An anderer Stelle 
wird auf den Vergleich der Reinigungsverfahren niaher ein- 
zugehen sein; hier sei nur hervorgehoben zunichst die iiberein- 
stimmende Léslichkeit der 3 Substanzgruppen, ferner die 
Abnlichkeit im Verhalten zu chemischen Reagenzien, wie be- 
sonders Bleiacetat, zu Metallhydroxyden und zu Sorption: 
mitteln, zu komplexen Wolframsauren und Pikrinsaure. 

Die Thermostabilitit der Co-Zymase ist in einer vorher- 
gehenden Mitteilung von Tholin und eingehender von wus 
zahlenmabig festgelegt worden. Fiir die Zuwachsfaktoren J 
ist es natiirlich weit schwieriger, zu Zahlen von entsprechender 
(senauigkeit zu kommen; diesheziigliche Versuche von O. Swart: 
werden demnichst mitgeteilt werden. 

Nachdem durch die sehr wichtigen Arbeiten von O. Meyer- 
hot! die Existenz einer Co-Zymase im Muskelsaft festgelegt 


') Meyerhof, Diese Zs. Bd. 101, 165 und 102, S. 1 (1918). 
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ist, muB, wie hervorgehoben werden soll, die Frage nach den 
enzymatischen Katalysatoren der Zuckerspaltung im Muskel 
und in tierischen Organen von neuem einer Bearbeitung unter- 
zogen werden. Wir haben hier einerseits die ilteren Versuche 
von Cohnheim und von Stoklasa?), andererseits die sehr 
exakt durchgefiihrten Versuche von Harden’), welche ein | 
negatives Resultat ergeben haben. Die raiumliche Trennung 
- der verschiedenen zur Zuckerspaltung erforderlichen Stoffe im 
' Muskel usw. ist erneut in Betracht zu ziehen und, besonders 
' seit durch die Versuche von Myrbick®’), Virtanen‘) gezeigt | 
worden ist, daB die Co-Zymase an den mit der Phosphat- | 
jildung verkniipften Teil der Girungsreaktionen beteiligt ist, mit | 
der Bildung des Zymophosphats bzw. nach den grundlegenden | 
Versuchen von KEmbden'), des Lactacidogens in Beziehung zu | 















ell setzen. 
e- Damit hingt die dritte der oben genannten, zur Co-Zymase | 
ell verwandten Substanzen, welche Trager der antidiabetischen | 
{- 7 Higenschaft ist, zusammen. Hutchinson,Smith und Winther*) | 
a, haben sie bekanntlich neuerdings zu isolieren versucht. Auch | 
. diese, dem Insulin zweifellos physiologisch und wohl auch 
he chemisch nahestehenden K6rper diirften mit dem Phosphorsaure- | 
lle wnsatz im Blute in nahem Zusammenhang stehen. Versuche, 
ill: welche der eine von uns mit Prof. Forssner und Dr. Svanberg") | 
in- vor liingerer Zeit iiber die Einwirkung von Hefenextrakten 
die auf den Phosphatumsatz bei Diabetikern gemacht hat, hatten 
be- een deutlichen Zusammenhang ergeben, welcher aus auBeren 
Ns Griinden wihrend mehrerer Jahre nicht mehr verfolgt wurde. 
e- ') Stoklasa u. Czerny, Chem. Ber. Bd. 36, S. 622 wu. 4058 
_ EE (1903). 
ge *) Harden u. Maclean, Jl. of Physiol. Bd. 42, 5. 64 (1911). 
*) Myrbiick u. Euler, Chem. Ber. Bd. 57, 8. 1073 (1924). 
der ‘) Virtanen, Diese Zs. Bd. 138, S. 186 (1924). 
t. *’) Embden u. Laquer, Diese Zs. Bd. 93, 8. 94 (1914); Bd. 98, 
F 5.181 (1917); Bd. 113, S. 1 (1918). 
on j as Hutchinson, Smith u. Winther. Biochem. Jl. Bd. 17, 8. 683 
et EE 


: ‘) Euler u. Svanberg, Biochem. Zs. Bd. 76, S. 326 (1916) und 
| Diese Zs. Bd. 98, S. 264 (1917). 
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Nach den jetzt an der Co-Zymase gewonnenen Erfahrungey 
erscheint nun ein chemischer Vergleich der nach ihren yer. 
schiedenen Wirkungen physiologisch zu prifenden Extrakt: 
durchfiihrbar zu werden. 


Zusammenfassung 


unserer bis jetzt gewonnenen Kenntnisse iiber die Co-Zymase: 

1. Kine Methode zur exakten Messung der Aktivitiit doy 
Co-Zymasepriparate wurde ausgearbeitet. (Spiter wurde sic 
auch als Mikromethode mit derselben Genauigkeit gebraucht. 
Ks wurde die Abhingigkeit der Girung von p,, Zucker., 
Phosphat- und Co-Zymasekonzentration untersucht. 

2. Es wurde gezeigt, daB viele ,,Girungsbeschleuniger 
ihre Wirkung nur durch eine Acidititsverschiebung ausiilen, 
und daB sie mit der Zymasegirung nichts zu tun haben. 
(Dabei ist nicht gesagt, daB sie bei den Gérungen durch 
lebende Mikroorganismen nicht eine Rolle spielen kénnen.) 

3. Co-Zymase findet sich in Extrakten aus Hefen unl 
frischer Muskulatur (Meyerhof). Nach Meyerhof findet sic 
sich auch in keimenden Samen. Co-zymasehaltige Siafte wurden 
ferner erhalten aus: 

Lactosegirenden Hefen 
Torulaarten 

B. acidi lactis (Myrbiick). 
B. casei ¢ 

5. propionicus 





b. lactis aerogenes, Penicillium, Aspergillus (Kuler) sind 
oft sehr arm an Co-Zymase. 

4. Der KinfluB des Zusatzes von Hexosephosphat auf dic 
(xiirung wurde untersucht. 

5. Die Thermostabilitét im ganzen in Frage kommenden 
p,,-Gebiete wurde bestimmt. 

6. Die Sorption (Salzbildung) an Metallhydroxyden (Blei, 
Aluminium, Kupfer) wurde studiert. 

7. Die Co-Zymase greift in die ersten Stufen der Garung 
ein, und hat unseren friiheren Ergebnissen nach ihre Aufgabe 
bei der Bildung von Hexosephosphorsiureestern. 











ung 
abe 
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8. Eine Methode zur ersten Reinigung der Co-Zymase ist 
ausgearbeitet worden. 


Ausgangsmaterial: ACo etwa 200. 


py 
Bleifaillung, p;,;=6: ACo etwa 700. 


Y 
Bleifaillung, py = 10: ACo = 2000-6000. 
Y \ 
Tanninfillung: ACo = 7000—17000. 
M 
Phosphor- u. Kieselwolframsiure: ACo = 8000—40000. 

Um eine Kohlensiiureentwicklung von 5 ccm CQ, pro Stunde 
ei unserer Mikromethode (also eine sehr kraftige Girung) zu 
erhalten, braucht man von den verschiedenen Priiparaten folgende 
Mengen: 


Trockenhefe 25—100 mg 
Pee ae Go Ge ee ow ee ae 10—50 ... (Trockengewicht) 
Kinmal mit Blei gefalit . . . . . . 5—10 
Zweimal mit Blei gefillt. . . . . . O8—8 
Priparat19d (Tannin). . . . . . . 0,8 
11g (Phosphorwolframsiiure) . 0,25 
19f (Kieselwolframsiure) . . 0,16 


19k (Kieselwolframsiaure) 0,12 





9. Farbenreaktionen. 
Molischs Kohlenhydratreaktion ist auch in den 
besten Priparaten sehr stark. 
Die Ninhydrinreaktion ist sehr deutlich in den kon- 
zentrierten Lésungen. 
Die Diazoreaktion ist in der besten Lisung sehr deutlich. 
Kine Farbung von fuchsinschwefliger Siiure ist nie 
heobachtet worden. 
Die Biuretreaktion verschwindet, statt dessen tritt die 
bekannte Blaufirbung mit CuSO, und NaOH ein. 
Die Xanthoproteinreaktion wird mit fortschreitender 


4 \ ae . a . eo 
| Keinigung immer schwiicher, und fehlt bei den besten Lisungen. 


Die Millonsche Reaktion fehlt ganz bei den reineren 
Lisungen, 
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10. Der Phosphorgehalt wird anfangs vermindert, weny 
alles anorganisches Phosphat beseitigt wird. Bei den letzten 
Reinigungen fallt er dagegen nicht. Beispielsweise enthilt das 
beste Praiparat 2,36°/, P. 

11. Der Stickstoffgehalt ist bei den Extrakten uni 
hbleigereinigten Lisungen etwa 5°/,. Nach der Fillung mit 
den Wolframsiiuren werden die Priparate  stickstoffreiche 
(10—16°/,), denn in dieser Fraktion befinden sich ja haupt. 
siichlich die Stickstoffbasen der Extrakte. 


12. Mit Jod—Jodkalium und einigen anderen Alkaloii. 
Reagenzien haben wir keine Bildung einer Fiillung beobachte: 
kénnen, 
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